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ÖZET

       BRCA1 ve/veya BRCA2 genlerinin kal tsal mutasyonlar  ta yan bireylerin
meme ve over kanserleriyle birlikte prostat, kolon, serviks gibi di er organ
kanserlerine de yatk nl a sahip olduklar  bilinmektedir. Daha önce anabilim
dal zda yap lan bir ara rmada yüksek risk grubu 75 meme ya da over kanserli
bireyde BRCA1 ve BRCA2'nin tüm kodlay  eksonlar nda mutasyon analizi DGGE
yöntemi ile yap lm r. Her iki gende yanl  anlaml  mutasyonlar, polimorfizmler ve
intronik bölge de imlerinin yan  s ra BRCA1 geninde H513L, H816P, S1577Y
de imleri, BRCA2'de S326R, G258P, E2903K ve N2742S de imleri olmak üzere
biyolojik aç dan tam olarak önemi bilinmeyen yedi tane ilk defa görülen mutasyon
saptanm r. lk defa tan mlanan bu de imlerin polimorfizm veya i leve yönelik
mutasyon olup olmad n ara lmas  gerekti inden bu çal mada,  ailesinde
herhangi bir kanser öyküsü bulunmayan ve polimorfizm amaçl  ara rmalarda
kullan lm  olup saklanan 150 sa kl  bireyden olu an kontrol grubu DNA'lar
kullan lm r. Önce bu DNA’lar n PCR yöntemiyle amplifikasyonlar  yap lm  daha
sonra DHPLC yöntemiyle tüm de iklik görülen eksonlar  taranm , de ik piklerin
görüldü ü örnekler dizi analizine al nm r. Yap lan analizlerde her iki gendeki 7
de imin 150 kontrolün hiçbirinde bulunmad  görülmü tür. Bunun sonucunda,
önceki ara rmada bulunmu  bu mutasyonlar n Türk toplumunda meme ve over
kanseri için yeni bir hastal k yap  mutasyon olabilece i varsay lmaktad r.

       Yap lan bu ara rma sonucunda hasta bireylere hekimi ile birlikte mutasyon için
bilgi ve genetik dan ma verilmesi, daha sonra ailedeki erkek/kad n yüksek risk
grubundaki bireylerin patojenik mutasyon ta  olup olmad klar n belirlenmesi,
al nabilecek önlemler aç ndan önemlidir. Böylece hasta ya da incelenecek ta
bireylere yönelik genetik dan ma verilebilmesi, dolay yla da hastal n
önlenmesine katk  sa lanabilmesi planlanm r. Ayr ca bu bulgular, dünyada ilk defa
görülen mutasyonlar ile literatüre ve daha sonraki çal malara k tutmas  aç ndan
katk  sa layacakt r.

Anahtar kelimeler: BRCA1-BRCA2 genleri, mutasyon analizi
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ABSTRACT

       It is known that, BRCA1 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: BRCA1-BRCA2 genes, mutation analyses
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 VE AMAÇ

Meme hastal klar  ile ilgili ilk yaz  kay tlara eski m rda rastlanm r. Teb
ehrinde 1862 y nda Edwin Smith taraf ndan bulunup okunan bu papiruslar M.Ö.

3000 y llar na aittir. K rk sekiz vaka içeren bu papiruslarda apse, travma, infekte
yaralar, meme ve di er tümörler hakk nda bilgiler verilmi tir. Hipokrat n meme
kanserinin cerrahiden yarar görmez tavsiyesi, hekimleri meme kanseri ile

ra maktan bir süre al koymu tur. skenderiye okulunun yeti tirdi i en önemli
cerrah Leonides (M.S. 100) tarihte ilk defa meme kanserini mastektomi ve aksiller
küraj ile tedavi eden hekimdir (1).

Kad nlar aras nda kansere ba  ölüm sebepleri içinde meme kanseri ilk
ralarda yer almaktad r. Genetik ve genetik olmayan faktörlerin etkile iminin neden

oldu u kompleks, multifaktöriyel bir hastal kt r. Bu nedenle meme kanserleri ile
ilgili etyolojik ve prognostik çal malar önem kazanmaktad r. Over kanseri ise kad n
genital kanserleri içinde önemli bir yer tutmaktad r, çünkü en çok ölüme neden olan
kanser over kanseridir. Yine ölüme neden olma aç ndan genel kanserler içinde
meme, ba rsak ve akci er kanserinden sonra dördüncü s ray  almaktad r. Over
kanseri tüm genital kanserlerin %20-25’ini olu turur.

Genetik yatk nl k meme/over kanseri geli imi riskini art ran faktörlerden
birisidir. BRCA1 ve BRCA2 bu kanserlerin geli iminde en s kl kla ailesel yatk nl

aret eden genler olarak de erlendirilmektedir. BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
mutasyon varl nda meme/over kanseri daha erken dönemde görülmektedir. Bu
mutasyonun ta lar nda tüm hayat  boyunca meme kanseri görülme riski %60–85
iken, over kanseri görülme riski %10–40 aras ndad r.

Günümüzde meme ve over kanserlerinin geli mindeki genetik ve epigenetik
mekanizmalarla ilgili hala belirsizlikler bulunmakta, hangi mutasyonlar n kanserin
ilk basamaklar  olu turdu u konusunda oldukça yo un ara rmalar yap lmaktad r.
Ayr ca ülkemizde, ilk ça lardan itibaren birçok medeniyetlerin yer almas  nedeni ile
genetik olarak popülasyon çe itlili i bulunmaktad r. Bunun içindir ki, ülkemizde
meme ve/veya over kanserli hastalarda yap lan BRCA1 ve BRCA2 genlerine ait
mutasyon ara rmalar nda, Türk toplumuna özgü say lacak kurucu bir mutasyon
bildirilmemi tir.

Bizde bu çal mam zda, önceki ara rmada ilk defa tan mlanan 7 farkl
de imin polimorfizm mi veya i leve yönelik mutasyon mu olup olmad ,
ailesinde herhangi bir kanser öyküsü bulunmayan 150 sa kl  bireyde ara rmay
amaçlad k. Yap lan analizler sonucu bu 7 de imin 150 kontrol bireyde bulunup
bulunmad na göre, bu mutasyonlar n Türk toplumunda ve dünyada meme ve/veya
over kanserleri için yeni hastal k yap  mutasyonlar olup olmad  saptanabilecektir.
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GENEL B LG LER

       Kanser, hücrenin temel düzenleyici mekanizmalar ndaki patolojilerden
kaynakland  için, özellikle moleküler ve hücresel düzeyde de erlendirilmesi
gereken bir hastal kt r (2). Son y llarda yap lan yo un ara rmalar hücre
proliferasyonu ve hücre ölümünü kontrol eden genlerdeki mutasyonlar n kanserden
sorumlu oldu unu göstermi tir. Kanserdeki mutasyonlar  di er mutasyonlardan farkl
yapan, mutasyonlar n güçlü bir ekilde hücresel proliferasyona ve uzun bir hücresel
ya am için pozitif bir seleksiyona yol açmas r. Hücre proliferasyonunu art ran
mutasyonlar oldu u gibi, tüm genomun kararl  etkileyerek DNA ya da
kromozom düzeyinde mutasyon oran  art ranlar da vard r. Bu yüzden kanserin
geli mesi birbirini izleyen de iklikler sonucu giderek malign ekle dönü en çok

amal  bir süreçtir (2,3).

       WHO ve IARC’ n  (International Agency for Research on Cancer) ortak
raporuna göre her y l dünyada 1.000.000 kad nda meme kanseri geli mekte ve
370.000 kad n ise bu hastal ktan ölmektedir. Sadece Avrupa’da her y l 340.000 yeni
meme kanseri olgusu gözlenmektedir. ABD’de ise y lda 184.000 yeni meme kanseri
gözlenmekte olup, akci er kanserinden sonra tüm kanser ölümleri aras nda %18

kl kla ikinci ölüm nedeni olarak bildirilmektedir. Dünyada meme kanseri görülme
kl  y ll k ortalama %0,5 oran nda artmaktad r. Ancak, görülme s kl ndaki bu

art a kar n, geli mi  bat  ülkelerinde mortalite oran nda az da olsa gerileme
gözlenmektedir (3).

       Dünyada yap lan epidemiyolojik çal malar n sonuçlar na göre, kanser
türlerindeki farkl klar n toplumlara göre de ti i gösterilmi tir. Örne in,
Japonya’da mide kanseri Amerika Birle ik Devletleri’ndekine göre 7-8 kat fazla,
Belçika’da akci er kanseri Japonya’dakine göre 3 kat, malign melanoma Yeni
Zelanda’l  beyazlarda zlanda’l lardan 6 kat daha s k görülmektedir (4).

       Türkiye’de meme kanseri kad nlarda en yayg n görülen kanser türüdür ve 1980-
1995 y llar  aras nda görülme oran  %11,5’den %14,9’a yükselmi tir ve tüm kanser
türlerinin yakla k ¼’ünü olu turmaktad r (5). Sa k Bakanl  1999 y
istatistiklerine göre tüm kanser türleri içinde meme kanserinin görülme oran  %24.1
dir. Meme kanserinden ölüm oran  kad nlarda %5,94’tür ve meme kanseri en fazla
55-64 ya lar aras nda ölüme neden olmaktad r (6). Di er taraftan meme kanseri
sadece kad nlara özel bir hastal k de ildir. Tüm meme kanserlerinin yakla k %1’i
erkeklerde görülmektedir. Meme kanseri erkeklerde görülen tüm kanser çe itlerinin
%0,2’sinden ve ölümlerin ise %0.14’ünden sorumludur. Türkiye'de en s k görülen 5
ölüm sebebinin 1965'ten ba layarak y llar içindeki seyri incelendi inde kanserin,
1990'a kadar kalp ve damar sistemi hastal klar  ve enfeksiyon hastal klar ndan sonra
en s k görülen 3. ölüm sebebi iken 1990 y ndan itibaren kontrol alt na al nan
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enfeksiyon hastal klar  nedeni ile en s k görülen 2. ölüm nedeni haline geldi i
görülmektedir (6-10).

       Over kanseri kad n genital kanserleri içinde önemli bir yer tutar, çünkü en çok
ölüme neden olan kanser over kanseridir. Yine ölüme neden olma aç ndan genel
kanserler içinde de meme, ba rsak ve akci er kanserinden sonra dördüncü s ray
al r. Over kanseri tüm genital kanserlerin %20-25’ini olu turur. Tüm kad nlar n %1-
2’sinin hayat n bir döneminde over kanserine yakalanaca  hesaplanm r (11).

       Genetik yatk nl k meme ve/veya over kanseri geli imi riskini art ran faktörlerden
birisidir. BRCA1 ve BRCA2 bu kanserlerin geli iminde en s kl kla ailesel yatk nl

aret eden genler olarak de erlendirilmektedir. BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
mutasyon varl nda meme ve/veya over kanseri daha erken dönemde görülmektedir.
Bu mutasyonun ta lar nda tüm hayat  boyunca meme kanseri görülme riski
%60–85 iken, over kanseri görülme riski %10–40 aras ndad r (12).

2.1. Memenin Anatomisi
      Eri kin bir kad nda meme gland , genellikle ön gö üs duvar n yüzeyel pektoral
fasyas n yüzeyel ve derin tabakalar  aras nda bulunur. Memeler 2. ile 7. kaburgalar
aras nda yer al rlar. Memenin üst-d  kadran  di er kadranlara nazaran çok daha fazla
glandüler elaman içerdi i için bu kadranda selim ve habis meme tümörleri daha s k
görülür. Meme dokusunun koltuk alt na do ru bir uzant  vard r. Buna “Spence’nin
aksiller kuyru u” denilir. Bu yap  derin fasyay  Langer deli i olarak adland lan bir
aral ktan geçerek aksillaya kadar uzan r. Memenin yukar  a  çap  ortalama 10-12
cm ve santral bölgede maksimum kal nl  5-7 cm. dir. Memenin çaplar  ve s rlar
kad ndan kad na de ebilece i gibi ayn  kad nda da gebelik, emzirme, manlama,
zay flama ve ya k nedeniyle farkl k gösterebilir. Meme ba lar nda geli mi  cilt
papillalar  ve ya  bezleri vard r. K l folikülü bulunmaz. Areolada ise k l folikülleri,
ya  bezleri ve aksesuar areolar bezler bulunur. Bu bezler areolada küçük kabart lar
halinde görülürler ( ekil 2.1.).
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ekil 2.1. Meme dokusunun tabakalar  (13).

       Memede meme dokusundan çevreye do ru uzanan di  gibi fibröz ç nt lar
mevcuttur. lk defa Sir Astley Cooper taraf ndan tarif edildi i için bu fasyal septalar
Cooper ligamanlar  olarak isimlendirilmi lerdir. Bu ligamanlar yüzeyde yüzeyel
fasyan n yüzeyel tabakas  ve derinde de yüzeyel fasyan n derin tabakas na ve
pektoral fasyas na yap kt r. Meme kanserinde hastal k ilerledikçe bu fibröz
ligamanlarda k salma ve anormal bir çekilme ortaya ç kar. Bu durum özellikle meme
kanserinin önemli bulgular ndan biridir. Geli mi  meme; asinüsler, duktuslar ve
stromal elamanlardan olu mu tur. Asinüsler memenin salg  yapan birimidir. çleri
küboid veya silindirik epitel ile dö elidir. D  ise ba  dokusu, kan ve lenf damarlar
ile sar r. Asinüsler bir araya gelerek lobülüsleri, lobülüslerde loblar  olu turur.
Epitelyal parankim ise her biri ayr  bir salg  kanal  ile meme ba na aç lan 15-20
lobdan olu ur. Her lobda 20-40 kadar lobül içerir. Yani her duktus bir meme lobunu
ve 20-40 kadar lobülü drene eder. Her bir lobülde toplay  duktus çevresinde
grupla  say lar  10 ile 100 aras nda de en asinüsler bulunur. Lobüller meme
gland n esas yap sal birimini olu tururlar. Genç kad nlarda say lar  fazla ve büyük
görünümdedirler. Menapozdan sonra ise lobüllerin say  azal r ve her biri yaln zca
birkaç asini içeren küçük üniteler ekline dönü ürler. Memede süt kanallar  sistemi
asinüslerin birle erek terminal duktus ad  verilen bir kanala aç lmas yla ba lar

ekil  2.2.).
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ekil 2.2. Memede süt kanallar  sistemi (13).

       Terminal duktusun biri lobül içinde (intralobüler segment) ve di eri lobül
nda (ekstralobüler segment) olmak üzere iki bölümü vard r. Birkaç lobülün

terminal duktuslar n birle mesi ile laktifer duktus olu ur. Bu duktuslar birbirlerine
yakla arak meme ba na do ru ilerler ve meme ba n alt nda laktifer sinüs olarak
isimlendirilen bir geni leme gösterirler. Bu laktifer sinüsler ampulla ad  verilen çok
katl  yass  epitel ile örtülü son k m ile meme ba ndan d ar  aç rlar. Aktif
olmayan bir memede ampulla dökülmü  epitelyum hücrelerinin art klar yla doludur
ve bunlar duktus a zlar  bir t kaç gibi kapat rlar. Her bir lobu drene eden laktifer
duktuslar n çap  2-4 mm. ve sub areolar bölgedeki laktifer sinüslerin çap  da 5-8 mm.
dir (13).

2.2. Ovaryumun Anatomisi
Her bir ovaryum 4x2 cm. boyutlar nda, badem biçiminde olup, ligamentum

latumun arka yapra na mesoovaryum vas tas yla tutunur. Genellikle uzun ekseni
vertikaldir, fakat uterus ve ligamentum latum uterinin hareketlerine uyar ve yer
de tirebilir.

      Ovaryum genellikle yan ba ndaki pelvis lateral duvar nda fossa ovarica olarak
bilinen ufak çukurda yer al r. Bu çukuru üstten d  kalça damarlar , arkadan da üreter
ve iç kalça damarlar  s rlar ( ekil 2.3.). Obturator sinir ise çukurun dibini
çaprazlayarak seyreder. Bununla birlikte ovaryumun pozisyonu son derece
de kendir ve ço unlukla arkadaki douglas çukuruna do ru sarkm  durumdad r.
Gebelik süresince büyüyen uterus, ovaryumlar  yukar ya kar n bo lu una do ru iter.
Do umdan sonra gev emi  olan ligamentum latum uteri, ovaryumun pelvis içinde
çok de ik konumlarda bulunmas na imkan verir.
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       Tunica albuginea ovaryumlar  saran ince fibröz bir kapsüldür. Bu kapsül
ar dan epitelyum germinatum denilen tek katl  kübik epitelle örtülmü tür.

Epitelium germinatum sadece peritonun de ikli e u ram  bir alan r ve
mesoovaryuma tutunma kenar  olan hilum ovaride genel peritona özgü yass
mezotele dönü ür (14).

       Puberteden önce ovaryum yüzeyi düzdür, fakat puberteden sonra gerçekle en
corpus luteum dejenerasyonlar  ile h zla pürtüklü bir hale gelir. Menopozdan sonra
ise ovaryum küçülür ve yüzeyi skar dokusunun neden oldu u küçük çukurcuklarla
dolar. Ovaryumlar yeti kin ve seksüel aç dan olgunla  kad nda, kad n germ
hücresi olan ovumun, kad n cinsiyet hormonlar  olan östrojen ve progesteronun
üretilmesinden sorumlu organlard r (15).

ekil 2.3. Ovaryumun anatomik yerle imi (15).

2.3. Memenin Histopatolojik Özellikleri
      Meme kanserlerinin histopatolojisine bak ld nda; %90’ n duktus epitelinden,
%10’unun lobül epitelinden köken ald  görülmektedir. Meme karsinomlar n
mamografik görüntüsü düzensiz ve belirsiz s rl  bir kitledir. Adenokarsinomlar
malign meme tümörlerinin önemli bölümünü olu turur. Bunlar memenin terminal
duktal lobuler ünitesinden köken al r. Meme karsinomlar  histolojik olarak in situ ve
invaziv karsinomlar olmak üzere iki ana gruba ayr r (16). n situ karsinomda malign
epitelyal hücreler bazal membranla çevrili duktus ve asinuslar içinde s rl  iken
invaziv karsinomda neoplastik hücreler bazal membran  a arak stromaya invazyon
göstermektedir. Bu nedenle invaziv karsinomlar, lenfatik ve kan damarlar  invaze
ederek bölgesel lenf dü ümlerine ve uzak organlara metastaz yapabilme yetene ine
sahiptirler. nvaziv meme karsinomlar  morfolojik olarak birbirinden farkl  fenotipik
özellikler gösterebilen tümörlerdir. Bunlar n baz lar n klinik ve prognostik aç dan
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karakteristik özellikleri vard r (17). nvaziv meme karsinomlar n en s k görülen tipi
invaziv duktal karsinomdur. %70-80 oran nda görülmektedir.

       Histopatolojik s flamada, tümör hücrelerinin sitolojik özelliklerinin yan nda,
olu turduklar  yap sal olu umlar da göz önüne al nmaktad r. n situ komponentte
de ik oranlarda invaziv karsinoma e lik edebilir. Bu iki komponentin morfolojik
özellikleri her zaman birbiri ile paralellik göstermeyece i için invaziv komponentin
tip tayini in situ komponentten ba ms z olarak yap lmal r. Meme karsinomlar n
evrelendirilmesi, tümör büyüklü ü, bölgesel ya da uzak yay m ve nodüler yay m
özelliklerine göre yap r. Günümüzde evrelendirmede genellikle kullan lan TNM
(Tümör-nodül-metastaz) sistemi UICC (Union International Cancer Center) ve AJCC
(American Joint Committee on Cancer) taraf ndan biçimlendirilmi tir. Meme
karsinomlar n histolojik s fland lmas nda en çok Dünya Sa k Örgütü (WHO)
taraf ndan önerilen s flama kullan lmaktad r (Çizelge 2.1.) (18).

Çizelge 2.1. WHO’ ya göre meme kanserinin histopatolojik s flamas  (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
              -Müsinöz karsinom
              -Invaziv papiller karsinom
              -Invaziv mikropapiller karsinom
              -Apokrin karsinom
              -Sekretuar (jüvenil) karsinom
              -Adenoid kistik karsinom
              -Metaplastik karsinom
              -Nöroendokrin karsinom
              -Inflamatuar karsinom

2.4. Ovaryumun Histolojik Yap  ve Histopatolojik Özellikleri
       Ovaryum, gev ek ba  dokusu içinde damarlardan zengin bir yap  gösteren bir
medullar bölge ile oosit içeren ovaryum folliküllerinin bol miktarda bulundu u bir
kortikal bölgeden meydana gelir. Korteks ile medulla bölgeleri aras nda kesin bir

r görülmez. Embriyonik hayat n birinci ay ndan sonra, primordiyal germ
hücreleri (oogonyumlar) vitellüs kesesi endodermi içinde ortaya ç karlar. Bu hücreler
genital kabart  bölgesine göç ederken birkaç defa mitoz bölünme geçirirler.
Oogonyumlar olu acak ovaryum korteksi içinde toplan rlar. Mitoz bölünmeler fetal
hayat n be inci ay na kadar devam eder. Bu zamanda her bir ovaryum 3 milyonun
üzerinde oogonyum içerir. Fetal hayat n üçüncü ay ndan itibaren baz  oogonyumlar
birinci mayoz bölünmenin profaz na girerler ve primer oositler haline dönü ürler.
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nsan fetusunda bu i lem gebelik sürecinin yedinci ay n sonuna kadar tamamlan r.
Bu dönem içinde bir çok primer oosit atrezi denilen bir dejeneratif süreç sonucunda
ortadan kaybolur. Korteks bölgesinin stromas  karakteristik i si ekilli
fibroblastlardan meydana gelir. Bu hücreler hormonal uyar lara kar  di er
organlardaki fibroblastlardan farkl  bir yan t olu tururlar.

       Ovaryum folikülleri korteksin stromas  içinde yer al r. Bir folikül bir ya da daha
fazla tabaka olu turmu  folikül hücreleri ile çevrili bir oositten meydana gelir.
Foliküler geli imin birkaç safhas  vard r. Eri kin normal bir genç kad n iki
ovaryumundaki toplam folikül say  tahminen 400.000 kadard r. Menapozdan sonra
foliküllerin sadece küçük bir k sm  kal r. Her menstrüel siklusta ovaryumlar
taraf ndan genellikle sadece bir ovum serbest b rak r. Bir kad n do urganl k
süreci ortalama 30-40 y l kadar devam eder, bu süre içerisinde sadece 40 kadar
yumurta hücresi serbest b rak r. Geri kalan foliküllerin tümü oositleri ile birlikte
olgunla madan atreziye u rar ve dejenere olur (19).

       Over kanseri her ya ta görülebilmektedir. Ortalama görülme ya  ise 55’dir.
Hastal k 30 ya ndan önce seyrek görülürken, ya la birlikte artan bir risk söz
konusudur. Hastal k en s k 75-79 ya lar nda görülmektedir. Genel anlamda over
kanserlerinin % 90’ n epitel over kanseri oldu u dü ünüldü ünde ya  aral
büyük oranda epitelyal over kanserinin etkileyebilece i yorumu yap labilmektedir.
Over tümörleri rt  derecede farkl  patolojik özelliklere sahiptir. Bu farkl k
normal overi olu turan üç hücre tipine ba lanabilir: multi potansiyel yüzey örtücü
epiteli, totipotansiyel germ hücreleri ve multipotansiyel seks kord stromal hücreleri.
Yüzey epitelyum kökenli tümörler, tüm birincil over tümörlerinin büyük bir
bölümünü ve malign tiplerin ise, hemen hemen %90’  olu turmaktad r. Germ
hücreli ve seks kord stromal tümörleri daha az s kl kta görülür ve tüm over
tümörlerinin %15-20’sini, malign olanlar n ise %10’undan az  olu tururlar. Çe itli
over neoplazmlar n türeyi i ve s kl klar  ile ya  da na ili kin veriler Çizelge
2.2. de verilmi tir (20).

Çizelge 2.2. Çe itli over neoplazmlar n türeyi i ve s kl klar  ile ya  da na ili kin veriler (20).

KÖKEN YÜZEY EP TEL
HÜCRELER

GERM HÜCRE SEKS KORD
STROMA

OVERLERE
METASTAZ

Overyal
kl k

%65-%70 %15-%20 %5-%10 %5

Habis over
tümörlerinin
bir k sm

%90 %3-%5 %2-%3 %5

Etkilenen
ya  grubu

20 ya  üzeri 0-25 ya  üzeri Tüm ya lar De ken

Tipler Seroz tümör
Musinöz tümör
Endometrioid tümör
Berrak hücreli tümör
Brenner tümör
Kistadenofibroma

Teratom
Disgerminom
Endodermal sinüs
tümör
Koryokarsinoma

Fibrom
Granüloza -teka
hücreli tümör

Sertoli-
leyding
hücreli
tümör



9

       Overin epitelyal karsinomlar n, yüzey epitelinin neoplastik transformasyonu
ile geli ti i ileri sürülmektedir. Histogenezin tam mekanizmas  bilinmemekle
birlikte, devaml  ovulasyon sonucu germinal epitelin stroma içine gömülmesi ile
epitelyal inklüzyon kistlerinin olu tu u hipotezi ileri sürülmektedir. Ortaya ç kan
onkojenik uyar lar n etkisi ile bu epitelin malign transformasyon geçirdi i
dü ünülmektedir. Ancak normal epitelin do rudan invaziv kansere mi dönü tü ü,
yoksa benign ve/veya borderline neoplaziler gibi ara basamaklardan m  geçti i
bilinmemektedir. ( ekil 2.4.) (21).

ekil 2.4. Overin epitelyal kanserlerinin geli mesinde üç olas  yol (21).

       Yap lan çal malarda kar  overinde epitelyal tümör bulunan hastalar n, di er
overlerinin yüzey epitellerinde ve inklüzyon kistlerinde %92 oran nda hiperplastik ve
metaplastik de iklikler saptanm  ve bu de ikliklerin genellikle bilateral olan
over kanserinin geli iminde potansiyel rolleri olabilece i ileri sürülmü tür. Histolojik
olarak yüzey epiteli ve inklüzyon kistlerindeki bu de imlerin benign
kistadenomlara benzerlik gösterdi i dü ünülmektedir (22-23)

       Over kanseri için tan mlanan bir kaç risk faktörü vard r. Bunlar içinde en
önemlilerinden ikisi do um yapmam  olma ve ailesel öyküdür. Evlenmemi
kad nlar ile az do um yapm  kad nlarda yüksek bir karsinom insidans  söz
konusudur. lginç olan taraf, oral kontraseptiflerin uzun süre kullan  riski bir
dereceye kadar dü ürmektedir (24).

2.5. Meme ve Over Kanserlerinin Moleküler Biyolojik ve Genetik Özellikleri
Kad nlarda, kansere ba  ölüm sebepleri içinde meme kanseri ilk s ralarda yer

al r. Bu nedenle meme kanserleri ile ilgili etyolojik ve prognostik çal malar önem
ta maktad r. Prognoz, tedavi sonras  tekrarlama zaman na kadar geçen hastal ks z
süre, hastal ks z ve hastal kl  toplam sa kal m süresi ile de erlendirilmektedir.
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Prognozu belirleyen pek çok neden vard r. Bunlar n içinde en önemli olanlardan biri,
hastal a yakalan ld  dönemdeki evre, yani vücuttaki yay lma derecesidir. Di er
prognostik faktörler ise, tümörün kendi özellikleridir (25).

       Meme kanserlerinin yakla k %40’ nda primer tümör ç kar ld ktan yakla k 10
l sonra hastal n tekrar etmesi kök hücrelerin varl  göstermektedir. nsan

meme hücrelerinin yenilenmesi ve farkl la mas nda kullan lan sinyal mekanizmalar
hakk nda bilinenler azd r. Meme epitel kök hücrelerinin üç farkl  populasyondan
olu tu u bilinmektedir. 1) Bütün epitel hücrelerini olu turma kapasitesine sahip olan
kök hücreler; 2) Salg lama lobüllerini olu turan hücreler grubu; 3) Dallanan
duktuslara dönü ebilen öncül hücre grubudur. Meme epitel kök hücreleri alt
bölünmeden sonra hücresel ya lanma geçirirler. Duktus ya da lobül olu turma, duktal
geli imde art , duktal lateral  bo luklarda art  gibi kararlar kök hücre otonom
mekanizmalar  taraf ndan al r. Premalignant hiperplastik alveolar nodüller ve
meme tümörleri tek bir klonojenik öncül hücreden köken al rlar (26). Meme kök
hücresinde mutasyon oldu unda, bu mutasyonu bütün o ul hücrelerine geçirebilir ve
bu da normal ve mutant hücrelerden olu an kimerik duktal a larla sonuçlanmaktad r
(27). Memelilerde meme geli imi gebeli in sonuna, hatta sütten kesilmeye kadar
devam etti i için, memenin geli imi için  meme dokusuna özgül kök hücrelerine
gereksinim kaç lmazd r (28).

       Hem normal hücre döngüsü hemde kanser olu um basamaklar nda önemli olan
üç sistem vard r.

1. Hücre yüzey reseptörleri
2. Sinyal iletim sistemi
3. Transkripsiyon faktörleri

       Büyüme faktörleri reseptörlerine ba lan r ve onlar  aktive eder, uyar  iletiminde
görevli proteinler fosforile olur, kinazlar serisi arac  ile sinyal çekirde e iletilir,
transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonuyla DNA sentezi ba lar ve hücre S faz na
girer. Hücrenin döngüye girmesi ve ilerlemesi siklinlere ba r (29). Hücre
döngüsünde siklinler taraf ndan aktive olan siklin ba ml  kinazlar (Cdk)
fosforilasyonla hücre döngüsünün ilerlemesini sa larken, Cdk-inhibitör proteinleri
(CDKI) taraf ndan regüle edilirler. Siklinler etkilerini siklin ba ml  kinazlarla
kompleks yaparak gerçekle tirir. Döngünün her faz nda farkl  siklinler etkilidir

ekil 2.5.) (30).
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ekil 2.5. Siklinler. Hücre döngüsünde s ras yla D, E, A, B ortaya ç kar (30).

       Hücre siklusunda G1’den S faz na geçi te hücreye ço almas  için veya durmas
için uyar  gider. Bunun kontrolünü sa layan ise tümör bask lay  bir gen olan
Retinoblastom (Rb) genidir. G1 ilerleme gösterirse siklin D grubu birikir. Bunlar
siklin ba ml  kinazlar  (CDK) aktive eder. Olu an Siklin/CDK kompleksi Rb
geninin fosforile olmas  sa lar. Rb geninin aktif hali az fosfor ta yan yap dad r ve
E2F ailesi transkripsiyon faktörlerini bask layarak hücre bölünmesini
engellemektedir. Siklin ve CDK komplekslerinden fosfor alarak hiperfosforile olan
Rb geni inaktive oldu unda E2F proteinlerini serbest b rakarak hücrenin S faz na
giri i için gerekli genlerin transkripsiyonunu sa lar. Böylece hücre S faz na girer ve
DNA sentezi gerçekle ir. Hücre bir kez S faz na girerse büyüme faktör stimulasyonu
olmasa da bölünmeye devam eder ( ekil 2.6.). M faz nda ise Rb molekülünden
fosfor ayr r. Kal tsal Rb gen delesyonlar nda erken ya ta, bilateral ve multipl
retinoblastomlar, daha az say da da osteosarkomlar olu maktad r. Somatik Rb
mutasyonlar  ise, meme, mesane kanserleri, glioblastom ve akci erin küçük hücreli
kanserlerinde bildirilmi tir (31).

ekil 2.6. G1  ve S evresi siklin molekülleri ile büyüme faktörü (bölünme uyar ) ve döngü
                                engelleyicileri aras ndaki ili kiler (31).
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       Siklin/CDK kompleksinin etkileri CDK inhibitörleri ile ortadan kald r. Bunlar
p21, p27, p16, p57, p15, p18, p19’dur ( ekil 2.7.). Siklusta bu inhibitörlerle siklusun
normal dengesi sa lanmaya çal r. Uyar  ço alma yönünde ise siklinler aktive olur.
Durma yönünde ise inhibitörler aktive olur. Siklin aktivasyonunu bozan mutasyonlar
hücre ço almas na uygun zemin haz rlar. Hücre siklus regülatör proteini Siklin D,
meme, özofagus, karaci er kanseri gibi, hastal klarda a  sal r. Siklin D1’in
mutasyonu fosforilasyonu h zland rd ndan meme karsinogenezinde rol oynar.
Di er bir ilginç sonuç ise ER-alfa’ya direk ba lanarak anti-östrojen duyarl
azaltmas  ile ilgili çal malarda da elde edilmi tir (32). Deneysel çal malar siklin
D1’in ER-alfa’n n transkripsiyonel hedefi oldu u yönündedir. p21, GTPaz aktivatörü
olup hücre morfogenezi, hücre motilitesi, hücre canl , anjiogenez ve mitoz gibi
pek çok hücresel fonksiyonda görev al r. Hücre motilitesine ek olarak p21’ in artm
aktivitesi meme kanseri hücrelerinin invazivli i ile koreledir. Baz  çal malarda p21
aktivasyonunun meme kanserlerinde siklin D1 ekspresyonu ile korelasyonu da
bildirilmi tir. P21 aktive kinaz 1 (PAK 1) geni de 11q13 gen bölgesinde yer alan son
zamanlarda tan mlanm  onkogenlerdendir. PAK 1, serin/treonin protein kinaz pak
ailesinden olup normal veya trasforme meme epitelinde hücre devaml , göçü ve
invazyonunda görev yapmaktad r (33). PAK 1 seviyesi meme kanserinde yükselir ve
artm  siklin D1 ekspresyonuna e lik eder. Serin/treonin kinaz üyelerinden p21 aktif
kinazlar n hücrede temel fonksiyonlar  vard r, örne in hücre motilitesi, gen
ekspresyonu, apoptoz, anjiogenez, mitozu aktif hale getiren kinaz protein, kinaz
sinyalizasyonunda rol al rlar. PAK1, pak ailesinin ilk üyesi olup pek çok büyüme
faktörü, tirozin kinaz, G protein ve östrojen taraf ndan aktive edilir. PAK 1 yola
büyüme faktörlerinin hücre yüzeyinde reseptörlerini aktive etmesiyle ba lar ve meme
kanserinde Siklin D1’i NF-kB ba ml  yolu ile aktive edilebilir (34).
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ekil 2.7. Hücre döngüsünün kontrolünde rol alan enzimler ve proteinler. Protein
   kinaz enzimi herhangi bir “siklin” ve “siklin ba ml  kinaz” (cdk) kompleksinden

               (siklin A-cdk2) olusur. Her bir “siklin-cdk” kompleksi, Rb proteinin (pRb)
               fosforilasyonuna yol açarak, transkripsiyon faktörü E2F’in pRb’den ayr lmas
               sa lar. E2F, S faz na geçis için gerekli genlerin transkripsiyonunu aktive eder.
               Baz  proteinler (p15, p16, p18, p19, p21, p27, p57) siklin-cdk kompleksi üzerinde
               inhibitör etkisi gösterirler (32).

       Kontrol noktalar n aktivasyonu hücre siklusunu durdurarak tamir için zaman
tan r. lk kontrol noktas  S faz na girmeden öncedir. p53 geni DNA hasar nda aktive
olan ve siklusun inhibisyonunu sa layarak hücreyi korumaya çal an en önemli
tümör bask lay  gendir. kinci kontrol noktas  ise M faz na girmeden öncedir. Bu
iki kontrol noktas nda hücre bölünmeden önce tamir ya da apoptoz için yönlenir (35).

       Meme kanserleri gerek biyolojik gerekse klinik aç dan farkl  özellikler
göstermektedir. Meme kanserinde olu an kontrolsüz hücre ço almas  birçok
de iklik göstermektedir. Bu yüzden meme kanseri geli imine neden olan moleküler
mekanizmalar n ve her hastan n tümör özelliklerinin belirlenmesi ve böylece en
uygun tedaviyi belirlemek aç ndan oldukça önemlidir. Meme kanserinde hormonal
kontrolün (Östrojen reseptörü; ER, Progesteron reseptörü; PR, östrojene ba  di er
proteinler), metastaz ve farkl la mada rol oynayan faktörlerin (E-kadherin,
plasminojen aktivatörleri, matriks metalloproteinazlar, integrinler), nükleer
onkogenlerin, büyüme faktörlerinin (Epidermal büyüme fakörü, transforme edici
büyüme faktörleri), büyüme faktörü reseptörlerinin, tümör bask lay  genlerin,
telomerazlar n da önemi büyüktür.

       Hormonal kontrol aç ndan bak lacak olursa; Steroid hormonlar , Hormon
Responsive Element (HRE) olarak bilinen DNA dizilerine ba lanarak ilgili genin
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transkripsiyonunu ba lat rlar. Steroid etkiye duyarl  genlerin transkripsiyonu
hormonun reseptörüne ba lanmas  ile uyar ld  için “indüklenebilir enhancer”
olarak davran rlar. Steroid hormonlar, transkripsiyonun düzenlemesi yan nda
transkripsiyon sonras nda mRNA stabilitesinin ve mRNA’ n n proteine dönü me

n düzenlenmesinde de rol oynamaktad rlar. Memede endokrin etkenlerin önemi
büyüktür. Östrojen  (E) ve progesteron (P) tümör olu umunu ve geli imini
uyarmaktad r. Meme tümörlerinin % 60-70’i ER (+) oldu u halde ancak bunlar n
yar  hormonal giri imlere cevap verir. Buna kar k ER (-) hastalar n da bir bölümü
hormon tedavisinden yararlan rlar. Bunun nedeni bilinmedi i gibi normal ve malign
hücrelerdeki reseptörlerin yap  ve i levsel aç dan ayn  özellikleri ta p ta mad
da henüz bilinmemektedir. Endokrin tedaviye cevap aç ndan önemli rol oynayan
PR ekspresyonu, E-ER etkile imi ile düzenlenmektedir. Normal insan meme
epitelinde PR’nin ER’ye ba ml  olup olmad  ve luminal hücrelerde bu iki
reseptörün birlikte bulunup bulunmad  yine  bilinmemektedir (36,37).

       Meme kanserinin geli iminde birbirinden ayr , iki de ik eylem birlikte
görülmektedir. Bu i lemlerden biri; farkl la man n kayb , di eri ise
kompartmanla man n yitirilmesidir. Hücreler aras  tutunman n ortadan kalkmas  ve
hücre iskeletinde organizasyonun bozulmas  farkl la ma özelliklerinin giderek
ortadan kalkmas na neden olur. Adezyon molekülleri aras nda hücreleraras
haberle meyi ba latan ve sürdüren E-Kaderin molekülleri motiliteyi s rlayarak
meme epitelinin farkl la mas  sa lar (38).  E-Kaderin geni 16 nolu kromozomun
16q21 bölgesinde yer al r. Bu bölgede gözlenen delesyonlar n daha çok metastazla
ilgili oldu u bildirilmi tir (39). E-Kaderin molekülleri membran d nda,
hücreleraras  temas noktalar nda yer al r. Gen üzerinde gerçekle en mutasyonlar
sentezi tamamlanmam , eksik moleküllerin ortaya ç kmas na neden oldu undan
hücre-hücre etkile iminin en önemli bile enlerinden biri eksilir. Lobüler kanserlerde
görülen invaziv ço alma özelliklerinin bu i lev kayb yla uyumlu oldu u gözlenmi tir
(40). Meme kanserinde plasminojen aktivatörlerinin de prognostik birer belirteç
olarak kullan labilece i ileri sürülmü tür. Plasminojen aktivatörlerinin ba ca uPA
(ürokinaz tipi plazminojen aktivatörü) ve tPA (tümör doku plazminojen aktivatörü)
olmak üzere iki türü vard r. uPA hücre yüzeyindeki reseptörüne (uPAR) ba lan r. Bu
sinyal yolunun aktivitesi iki inhibitör molekül (PAI-1 ve PAI-2 ) taraf ndan
denetlenir. Yüksek uPA ve PAI-1 düzeyleri sergileyen karsinomlarda tekrarlama
olas n yüksek oldu u görülmü tür (41).

       Metastaz ve farkl la mada rol oynayan moleküllerden biri de Matriks
metalloproteazlard r (MMP). Bunlar ekstrasellüler matriksin de ik bile enlerini
parçalayan, çinko iyonu varl nda aktifle en enzimlerdir. En az 11 de ik türü
vard r (42). Kollajenaz, jelatinaz ve stromelisinler olmak üzere üç gruba ayr rlar.
Kollejenazlar n en önemlileri MMP-1, MMP-13, MMP-8 dir. Denatüre kollajeni
parçalayan ve Tip IV kollajenaz olarak da adland lan jelatinazlar n ba calar
MMP-2 ve MMP-9 ‘dur. Etki alan  daha geni  olan stromelisinler de stromelisin 1, 2,
3 (MMP-3, MMP-10, MMP-11) olarak adland r. Ayr ca bunlar laminin ve
fibronektin gibi glikoproteinleri de parçalayabilirler. Bir proteaz olan Stromelisin
III’ün de invaziv tümörlerde marker olabilece i dü ünülmektedir (43). ntegrinler de
metastaz ve farkl la mada rol oynayan moleküllerdir. Hücre stroma etkile iminde
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önem ta yan integrinler - ve - olmak üzere iki alt birimden olu an dimerler
meydana getirirler. Bu dimer molekülleri membran n iki yan nda, hücre iskeleti ile
özel ekstraselüler matriks proteinleri aras nda ba lant  sa lar. Meme kanserinde
ba ta 1 olmak üzere de ik integrin dimerlerinin ekspresyonunda azalma
gözlenmi tir (44).

       Tüm kanser türlerinde oldu u gibi meme kanserinde de birçok onkogende
de iklikler bildirilmi tir (45). Onkogenlerin kanser olu umuna kat lmas  hakk nda
iki hipotez vard r. Birincisi, onkogenin ekspresyon seviyelerindeki kantitatif
de iklikler, ikincisi onkogen yap nda meydana gelen de ikliklerdir.
Onkogenlerdeki de iklikler nokta mutasyonu, gen delesyonu, kromozomlarda yeni
düzenlenmeler, gen amplifikasyonu ve insersiyonel mutagenez (yeni DNA kat )
olarak s ralanabilir. DNA dizilerindeki sadece bir baz n de mesi (nokta mutasyon)
ile proto-onkogenler, onkogenlere dönü ebilirler. Bu olay somatik hücrelerde normal
olmayan gen ürününün (onkoprotein) sentezine yol açar. Ayr ca bu ürün hücre
bölünmesini ve geli imini uyararak kansere neden olur. Kromozomlardaki yap sal
mutasyonlar da proto-onkogenlerin aktivasyonunu etkileyen mekanizmalardan
biridir. Bir kromozomun her zaman ayn  yerinde bir k k veya translokasyonun
meydana gelmesi çe itli kanser türlerinde, o kanser türü için ay  bir özellik olarak
gözlenir. Örne in meme kanserinde, 1, 8, 13 ve 17. kromozomlarda anöploidiler
görülebilmektedir. Gen amplifikasyonunda onkogene ait DNA parças nda çok say da
replikasyon gözlenir. Bu olay, kanser hücrelerinde s k gözlenen bir olayd r. Proto-
onkogenin amplifikasyonunun, tümör geli imi ve ilerlemesi ile yak n ili kide oldu u
gözlenmi tir. Onkogenlerin insersiyonel mekanizma ile de faaliyete geçtikleri
gözlenmi tir. Baz  durumlarda retroviral genomlar n küçük bir parças n, hücresel
onkogenlerin hemen biti ine kayna klar  gözlenir. Bu yol ile hücresel
onkogenlere promotor etki yaparlar (46).

       Onkogenlerin, hücre proliferasyonu ve farkl la mas  s ras nda hücrenin
çekirde inden plazma zar na kadar uzanan bir dizi i lemde rol oynad klar
gözlenmi tir. Örne in hücresel onkogenler büyüme faktörü ve çe itli hormon
reseptörlerine ait kodlar içerebilirler. Bu proteinler plazma membran ndan çekirde e
do ru çe itli sinyallerin iletilmesinde rol al rlar. Hücre seviyesinde onkogenler
dominant bir etkiye sahiptir. Bu genler aktifle tiklerinde tek bir mutant allel bile, bir
hücrenin normalden malign haline dönü mesi için yeterlidir.

       Meme kanserinin ortaya ç na, ilerlemesine ve metastaz na kat lan bir çok
faktörün varl  bilinmektedir (Çizelge 2.3.) (47-50). Memenin epitelyal hücreleri
çe itli hormon ve büyüme faktörleri taraf ndan da etkilenmektedir. Meme kanseri ile
ili kili birçok büyüme faktörü ailesi ve bunlar n hepsinin kendilerine özgü
reseptörleri vard r. Gözlemler sonucunda TGF- , FGF ve IGF gibi faktörlerin epitel
hücrelerinde ço almay  uyard  ancak TGF-  ve benzeri faktörlerin de ço almay
bask lad  anla lm r. Ancak bugünkü bilgiler nda meme kanseri aç ndan
önem ta yan moleküller büyüme faktörlerinden çok, bunlar n reseptörleridir.
Bunlar n içinde en çok çal lm  olanlar tirozin kinaz büyüme faktörü reseptörleridir.
Tirozin kinaz reseptörleri hücre d  ligand-ba lay  yap lar  ve hücre içi kinaz
yap lar na göre altgruplara ayr rlar. Tip I büyüme faktörü reseptörleri, memede
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bulunan ve meme kanseri geli iminde rol oynayan baz  polipeptidleri içeren
epidermal büyüme faktörü reseptörünü içine al r. Bu reseptörlerin hepsi temelde
hücre d nda, membran içinde ve sitoplazmik bölge olmak üzere üç bölümden
olu an benzer yap ya sahiptir.

Çizelge 2.3. Meme kanserinin olu umuna ve ilerleyi ine kat lan faktörler ile olas  çok a amal
       karsinogenez modeli (50).

       Meme kanserinde de ikli e u rayan genlerin ba nda epidermal büyüme
faktörü reseptörü (EGFR) ailesinde yer alan genler (EGFR, c-erbB-2, c-erbB-3, c-
erbB-4) gelir. Bu genlerin hepsi yüksek oranda homoloji gösterir ve tirozin kinaz
aktivitesine sahip birer reseptör kodlar. Bu genler gen amplifikasyonu, mRNA veya
proteinin a  ekspresyonu sonucunda hücre ço almas  kontrol eden sinyal ileti
yollar  bozarak hücrenin kontrolsüz ço almas na neden olurlar (51). EGFR, HER2,
HER3 ve HER4’den olu an EGFR ailesi, hücre membran reseptörü olarak bilinir.
Meme epitelinin geli mesi, meme hücresinin ço almas  ve farkl la mas  aç ndan
önem ta maktad r. Faktör, membran üzerinde yer alan reseptörüne ba lanarak
etkisini gösterir. Kültür ortam nda hücrelerin tutunma yetene ini korumalar
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sa layan en önemli faktörlerden biridir.  EGFR tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. Bu
aileye ait üyeler transfosforilasyon sonucu bir seri etkile imler ile heterodimerler
olu turabilirler ve farkl  protein ailelerinin aktivasyonunu düzenlerler. EGF’nin
reseptörüne ba lanmas  ile reseptör uyar r ve EGF hücre içine al r. Ayn  zamanda
EGFR’nin otofosforilasyonuna ve di er hücre içi substratlar n fosforilasyonuna yol
açar. Bu yol ile çekirdekte transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonu artar, hücre
bölünmesi uyar r. Hücre zar ndan çekirde e do ru sinyal iletiminin aktar lmas nda
proto-onkogen ailesinden baz  üyeler (ras, src ailesi gibi) buna arac k etmektedir.
Bu sinyal iletiminde yer alan bir çok proto-onkogen çe itli kanserlerde etkili
bulunmu tur. Bu iletim boyunca ortaya ç kan onkojenik mutasyonlar devaml  olarak
mitozu aktifleyen sinyallerin ta nmas nda rol al rlar (46,47,51). Bir çok karsinomda
onkogen olan EGFR amplifikasyonunun kötü prognoz ile ili kili oldu u
gösterilmi tir. Meme tümörlerinde yüksek EGFR düzeyleri östrojen reseptöründen
(ER) ba ms z olarak kötü prognozla ili kisini gösterir. Hormona ba ml  olan ve
olmayan meme tümör hücrelerinde östrojen reseptörü yoklu unda epidermal büyüme
faktör reseptörünün a  eksprese oldu u görülür. Östrojen reseptörü ile EGFR
aras ndaki bu ters ili ki meme tümör hücre soylar nda da göze çarpar. Meme
kanserlerinin %40’ nda EGFR ekspresyonu görülür (52,53). nsan meme kanserinde
klinik önemi kesin olarak bilinen HER-2 ba lang çta s çan nöroblastomlar nda neu
ad yla tan mlanm r. Bu onkogen EGFR ailesinden 185 kD a rl nda, tirozin
kinaz aktivitesi gösteren bir protein kodlar. HER-2/Neu, di er ad  ile cerbB-2 veya
p185 olarak da isimlendirilir ve 17. kromozomda q12 bölgesinde yer al r. Meme
kanseri ara rma ve tedavilerinde en yo un çal lan onkogenlerden biridir. Protein
ürünü hücre bölünmesi ve farkl la mas na kat r. cerbB-2 onkoproteini plazma
membran na yerle mi  EGFR’ ne benzer bir membran reseptörüdür (54). cerbB-2
molekülünün üzerinde hem dü ük hem de yüksek afiniteli ba lama bölgeleri yer al r.
Molekülün onkojenik potansiyeli de bu sayede de ik ligandlara
ba lanabilmesinden kaynaklan r. Çal malar cerbB-2’nin bu ailedeki tüm ligandlar
için afinitesi dü ük ama özgüllü ü yüksek bir reseptör olarak davrand
göstermi tir (55). cerbB-2’nin kat  ile olu an heterodimerler di er erb B
heterodimerlerine k yasla daha kararl  ve kompleksin aktivitesi genellikle daha
yüksektir. HER2 ve di er üyeler (HER1,HER3,HER4) aras ndaki liganda ba  bir
heterodimerizasyon cerbB-2 sinyal yolunu aktifler. cerbB-2’nin bir reseptör altbirimi
gibi davrand  ve liganda ba lamaks n aktivitesini de tirebildi i kabul
edilmektedir. Bu reseptörlere ait ligand, reseptöre ba land nda reseptör önce kendi
türünden veya ayn  ailedeki bir ba ka reseptör ile dimer kurar, bunun pe inden
fosforilasyon yoluyla sinyal iletimini uyar r. Reseptörün hücre içi bölgesindeki belirli
tirozin rezidüleri fosforillenir ve böylece aktifle en reseptöre ba  olan sinyal yollar
uyar r. De ik ligandlar ve de ik hücre içi sinyal yollar  ile etkile im birbirinden
çok farkl  sinyallerin iletimini mümkün k lar. cerbB-2 aktivasyonuna ba  olarak
PLC/PI-3 kinaz, ras/MAP kinaz, JAK/STAT, src ve strese ba  aktifle en kinaz gibi
birçok sinyal yolunun uyar ld , cerbB-2’nin ayn  zamanda GAP ve shc gibi sinyal
molekülleri ile de etkile ti i gösterilmi tir.  cerbB-2 ile ras sinyal yolu aras ndaki
etkile imin meme hücrelerinin ço alma h  de tirdi i bildirilmi tir. cerbB-2
onkogeninin amplifikasyonu veya proteinin a  ekspresyonu meme kanserlerindeki
neoplastik hücrelerin %10-40’ nda gösterilmi tir. cerbB-2 a  ekspresyonunun
tümör olu turma etkisi otofosforilasyon aktivitesindeki art  ile aç klan r. Molekülün
otofosforilasyonu di er moleküllere kar  gösterdi i kinaz aktivitesini art r. A
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ekspresyon sonucu ortaya ç kan yeni cerbB-2 molekülleri hücre yüzeyinde çok
say da homodimerler olu tururlar. Erken dönemde meme kanserinde cerbB-2 gen
amplifikasyonu kötü prognoz ile yak n ili kili bulunmu tur (54-57).

       Nükleer onkogenler ya do rudan steroidleri etkileyerek ya da MAP-kinaz,
JAK/STAT kinaz veya PLC-PKC sinyal yola  üzerinden ço almay  uyar rlar.
Mitojen uyar na hedef olan birçok hücrede bu sinyal yollar n sonunda c-myc,
c-fos, c-jun, c-myb gibi protoonkogen ürünleri yer almaktad r. c-myc, c-fos, c-jun
protoonkogenlerinin östrojen ve progesteron hormonlar yla da aktifle tikleri
gösterilmi tir (59). c-myc geni 8. kromozom (8q24) üzerinde yer al r. C-myc proteini
hücre proliferasyonu, hücre farkl la mas  ve apoptoz ile ilgili genlerin
transkripsiyonlar  düzenleyen bir fosfoproteindir. c-myc geninin a  üretimi veya
gen yap ndaki de iklikler meme kanserine neden olmaktad r. Karsinomlar n
%32’sinde myc proto-onkogeninin 2-15 kat amplifiye oldu u gösterilmi tir. Ancak
östrojen reseptör durumu ile myc’nin tümörün histolojik tipi ve derecesi ile olan
ili kisi gösterilememi tir. c-myc gen amplifikasyonu meme kanserindeki en s k
rastlanan genetik de ikliklerden biridir. Meme kanserlerinin 1/3’i bu genetik
de ikli i ta r (58-60). Ras geni G-protein ailesi üyesidir ve guanozin
nukleosidlerini ba lama yetene indedir. Ras proteinleri 21 kD’ dur. Genellikle
plazma membran ndaki büyüme faktörü reseptörlerinin sitoplazmik parçalar na yak n
bölgeye yerle irler. GTP ile aktifle tirilir ve protein kinazlar ile ili kiye girerek
mitozun aktifle tirilmesinde rol oynarlar. H-ras’ n artm  ekspresyonu lenf nodu
metastazlar nda ve ileri derecedeki histolojik tümörlerde görülmü tür. Ayr ca c-myc,
H-ras, K-ras ve N-ras ekspresyon seviyelerinin karsinomlarda daha yüksek oldu u
gözlenmi tir. H-ras1 allel kayb n 3.evre tümörlerde, östrojen ve/veya progesteron
reseptör kayb  ve kötü klinik geli ime sahip hastalar ile önemli derecede ili kili
oldu u gösterilmi tir. Böylece H-ras1 lokusunun meme kanseri riski ta yan
bireylerin belirlenmesinde genotipik belirteç olarak kullan labilece i ileri
sürülmü tür. Ras’ n yüksek seviyeleri invaziv meme karsinomlar nda daha yüksek
bulunmu tur. H-ras mutasyonlar  nadir olmakla beraber meme kanserinde %70’lik
bir risk nedenidir (61,62).

       Meme kanserinin ço unlu unu sporadik olgular n olu turmas na kar n yakla k
%5-10 oran nda kal tsal nedenli ailesel meme kanseri ortaya ç kmaktad r. Meme
kanseri olu umundan birçok gen sorumludur. Genom devaml n
koruyuculu unda i  gören proteinleri üreten baz  genlerin germ hücrelerindeki
mutasyonlar  gösterilmi tir. 1990 y nda Amerikal  genetikçi Marie-Claire King
kal tsal meme kanserinde nadir gözlenen yüksek penetransa sahip meme kanserine
yatk nl k genleri olarak BRCA1 ve BRCA2 genlerini tan mlam r (63,64).
Onkogenler taraf ndan kodlanan proteinler, i lev kazand ran mutasyonlar yoluyla ya
da genin bir allelinin artm  veya uygun olmayan expresyonuyla kanser olu umunu
sa larken, genin her iki allelinin fonksiyonunu yitirmesi gibi farkl  bir mekanizma ile
malignansiye neden olan mutasyonlar n izlendi i daha pek çok gen vard r. Bu genler
tümör bask lay  genler olarak bilinirler. Tümör bask lay  genler son derece
heterojendirler. Tümör bask lay lar hücre büyümesini do rudan düzenlediklerinden
“gatekeepers”olarak bilinirler. Di er genler, DNA hasar  tamir etmede ve genomik
bütünlü ü sürdürmede görev ald klar ndan “caretakers” olarak adland rlar.
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BRCA1 ve BRCA2 negatif hücre kültürlerinde kromozom ve kromatid k klar ,
translokasyon ve delesyonlar gözlenmi tir. Bu gözlemler sonucunda BRCA
genlerinin kromozom yap n korunmas nda gerekli ve genomun stabil kalmas
sa layarak “caretaker” olarak davrand klar  sonucuna ula lm r. Biyokimyasal ve
sitogenetik çal malar, BRCA1 ve BRCA2 genlerinin çoklu fonksiyona sahip
olduklar  göstermi tir. BRCA1’in DNA hasar na erken cevapta rol oynad
bildirilmi tir. Ayr ca BRCA1 geninin kromatin-remodelling kompleksinin bir parças
oldu u da bilinmektedir. BRCA2 geni RAD51 proteini ile etkile ime girerek
DNA’daki k klar  onarmada görev al r. Böylece genomun kararl  sürdürmede
önemli görevinin oldu u anla lm r. Meme tümör olu umunun temelini BRCA1 ya
da BRCA2 bozuklu una neden olan kromozomal instabilite olu turabilir (65).

       BRCA1 geni, kromozom 17q21’de, BRCA2 ise kromozom 13q12’de yer al rlar.
BRCA1 geni 1863 aminoasitlik (aa), BRCA2 geni ise 3418 aa’lik bir proteini kodlar.
BRCA1 24, BRCA2 27 eksondan olu ur. Her iki protein de hücrenin di er baz
proteinleri ile ba lanarak i lev görür (66). BRCA1 ve BRCA2 proteinlerinin hücre
proliferasyonunun kontrolünde tümör bask lay  rolü ile birlikte DNA hasar na ve
tamirine kat lan, transkripsiyonun düzenlenmesinde rol alan, hücre siklusunun
kontrol noktalar n önemli proteinler ile ve DNA’da rekombinasyonda i  gören
proteinler ile yak n ili kileri gösterilmi tir. BRCA1 ve BRCA2’deki mutasyonlar ve
BRCA proteinlerinin inaktivasyonu tümör bask lay  proteinlerin ve di er “genom
koruyucu” rolü olan proteinlerin de inaktivasyonuna neden olarak hücreyi tümör
olu umuna götürürler (67-68). Bugüne kadar yap lan çal malar n sonucunda
BRCA1 ve BRCA2 genlerinde 1000’den fazla birbirinden farkl  DNA dizi
de ikli ine neden olan mutasyon saptanm r. Baz  mutasyonlar n topluma ve
etnik gruba özel oldu u da gösterilmi tir. BRCA1 ve BRCA2’nin kurucu bir atasal
mutasyon etkisine sahip oldu u toplumlarda, ayn  tip mutant aleller daha yüksek

kl kta tayin edilmi tir. Örne in Ashkenazi yahudilerinde üç tane ortak
BRCA1/BRCA2 atasal mutasyonlar  vard r. Bunlar BRCA1’deki 185delAG ve
5382insC mutasyonlar , BRCA2’deki 6174delT mutasyonudur (69). Türk
toplumunda yap lan çal malarda meme ve/veya ovaryum kanserli hastalarda yap lan
BRCA1 ve BRCA2 genlerine ait mutasyon taramalar nda, topluma özgü say lacak
kurucu bir mutasyon bildirilmemi tir (70).

        Meme ve over kanserine yatk nl k geni ta yan ailelerde BRCA1 ile %80’e
yak n ili ki vard r. Büyük ölçekli çal malarda, ailesinde 60 ya ndan önce meme
kanseri tan  konan en az dört kad n bireyin veya herhangi bir ya ta meme kanserli
erkek bireyin oldu u ailelerde BRCA1 (%52) ve BRCA2 (%32) mutant allellerinin
meme kanseri ile yak n ili kisi gösterilmi tir. Ailelerdeki özellikler daha alt gruplara
bölündü ünde örne in ailede hem meme hem ovaryum kanserini birarada ta yanlar
oldu unda BRCA1 geninin bu gruptan %81 oran nda, BRCA2 geninin %76 oran nda
sorumlu oldu u bulunmu tur (71). Çe itli populasyonlarda genin penetrans ndaki
çe itlilik, BRCA1 ve BRCA2 ta lar nda kanser geli iminde genetik veya
çevresel faktörlerin rol oynad  ve klinik gidi te farkl k oldu unu göstermi tir.
BRCA1 veya BRCA2 mutasyonu ta yan bir kad n, kanser olmadan 80 ya na kadar
ya ayabilir veya çok erken ya larda kansere yakalanabilir. Birçok çevresel faktör
örne in, beslenme tarz , egzersiz, hormonal tedavi ve karsinojenlere maruz kalma
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gibi, bu farkl ktan sorumlu olabilir. Meme dokusunda alveoler ve duktal epitel
hücrelerinde BRCA1’in ekspresyonu gözlenir. Bu gen hamilelik ve emzirme
dönemlerinde belirgin olarak aktif çal rken, do umda laktasyon sonras
ekspresyonu azal r. BRCA1 mutasyonuna sahip kad nlarda puberteden sonra meme
ve/veya over tümörlerinin geli me riski %5-10 kat artar. BRCA1 steroide ba ml  bir
hücre siklusu düzenleyicisi olarak fonksiyon görüyor olabilir. Gerçekten de BRCA1
ve BRCA2 genleri insan meme kanseri hücrelerinde östrojene duyarl r ve cevap
olarak da her iki gene ait m-RNA seviyeleri artar. BRCA1 geninin bir allelindeki
mutasyon erken ya  kad n meme kanserlerinde yüksek risk olu turur, buna kar k
kolon ve prostatta daha dü ük bir risk ta r. BRCA2 genindeki mutasyonlar ise erken
ya  erkek meme kanserlerinde yüksek bir risk ta r (70-74). BRCA1 ve BRCA2
genlerinde mutasyon tarama testi için uygun hastalar  belirlemede çe itli kriterler
vard r. Soy a ac na göre artan genetik risk gösteren kad nlara genetik test yap lmas
önerilir. Mutasyon taramas  yap lacak hastalar n seçimi için, tan  konma ya na, 1.ve
2. dereceden akrabalarda etkilenenlerin say na, bilateral olup olmad na, dayal
kriterler kullan r (73-78).

       Kal tsal meme kanserinin aksine yüksek s kl kta görülen sporadik meme
kanserinde, mutasyon somatik hücrelerde meydana gelir, bu ki ilerde ve ailelerinde
kanser riskinin görülme olas rsi de il, t bbi, ya amsal çevresel faktörlerin etkisi
alt ndad r. Sporadik meme kanserlerindeki risk faktörlerinin ço unlukla hormonal
oldu u dü ünülmektedir. Ayr ca endojen, ya amsal risk faktörleriyle birlikte dü ük
penetransl  kanser yatk nl k genlerindeki mutasyonlar da etken olmaktad r.
Kad nlarda görülen sporadik meme kanserinin bilinen ba ca risk faktörleri, östrojen
seviyesindeki art  ya da östrojene uzun süre maruz kalmad r. Östrojen
biyosentezinde (CYP17, CYP19, 17 -HSD) ve östrojenin metabolitlerine ve
ürünlerine dönü ümünde (COMT, CYP1A1, CYP1B1, GSTM1, GSTM3, GSTP1,
GSTT1) rol alan polimorfik genlerin, meme kanserine bireysel yatk nl kla yak ndan
ili kili oldu u bildirilmi tir (76-78).

      Tümör bask lay  bir gen olan p53 geni 17. kromozomun k sa kolunda p13.1
bölgesinde yer al r ve moleküler a rl  53kD’luk nuklear bir proteini kodlar. p53
geni hücre siklusunda gereklidir ve ya amsal öneme sahiptir. Ayr ca DNA’n n
sentezi ve tamirinde, hücre farkl la mas nda ve programlanm  hücre ölümünde
(apoptoz) görev almaktad r. UV, karsinojenler ve sitostatik ajanlar n DNA’da
olu turduklar  hasar  ortadan kald rmak üzere aktifle ir. E er hasar düzeltilemezse
hücre apoptoza yönlendirilir. p53 geninin her iki alleldeki kayb  veya nokta
mutasyonlar  çe itli tümörlerde ve meme kanserlerinde gösterilmi tir (76-79). p53’ün
yakla k %60’ n meme kanserlerinde nokta mutasyonlar eklinde bulundu u ve
bunun da birçok kanser tipinde kimyasal kanserojenlerle oldu u ileri sürülmü tür.
Meme kanserlerinde p53 proteinin a  üretimi kötü prognoz için bir indikatördür.
Dokuda mutant p53 pozitifli inin tespiti %80-90 oran nda meme kanseri tan
do rulamaktad r. p53 ekspresyonu ile yüksek tümör derecesi, yüksek proliferasyon
indeksi, anöploidi ayr ca ER ve PR yoklu u aras nda yak n ili ki oldu u meme
kanserlerinde yap lan çal malarda gösterilmi tir. Gösterilen bu parametreler k sa
ömürle ili kili oldu undan p53 pozitifli i kötü prognozla da yak ndan ili kilidir.
Meme kanserlerinin %20-30 unda p53 inaktivasyonu gözlenir. p53 mutasyonlar n
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tesbiti in situ’dan invazif karsinomaya geçi  için bir marker olarak kullan labilir (76).
Primer meme kanseri olgular nda p53, %15 oran nda pozitif saptanm ,
EGFR-pozitif ve ER-negatif olgularda ise anlaml  olarak yüksek bulunmu tur ve
böylece p53’ün meme kanserinin prognozundaki önemi belirtilmi tir (80).

       Meme kanserine neden oldu u bildirilen ve tamir mekanizmas nda rol oynayan
ATM geni kromozom 11 üzerinde yerle mi tir ve resesif olarak kal r. ATM geni
çok uzun ve kompleks bir gendir. Çok say da ve çe itli mutasyonlar gözlenmektedir.
ki mutant allel hastal k geli imine neden olur ve meme kanseri için yüksek risk ta r.

Bir mutant allel ta yanlarda ise meme kanseri yatk nl n çok yüksek oldu u
gösterilmi tir. ATM ta lar  oldukça yayg nd r. 1/100-1/200 kad nda bu mutasyon
orta derecede artm  genetik risk olarak kal r. Toplumdaki meme kanserinin
%2-7’sinden bu gen sorumludur (81). Hücre döngüsü kontrol noktas nda DNA
onar ndan sorumlu olan CHEK2 (CHK2 olarak da bilinir), meme kanseri riskinin
artmas nda rolü olan tümör bask lay  bir di er gendir. 22.kromozomun uzun
kolunda 12q.1 bölgesinde yer almaktad r. CHEK2 1100delC varyant n, kad nlarda
meme kanser riskinin yakla k 2 kat, erkeklerde ise 10 kat artmas na neden oldu u
gösterilmi tir (82). Yap lan ara rmalara göre prostat kanserli erkeklerin CHEK2
geninde mutasyon ta klar  gözlenmi tir. Ayr ca BRCA1/BRCA2 genlerindeki
mutasyonlar n prostat kanseriyle de ili kili oldu u gösterilmi tir. Özellikle de
Askhenazi Yahudi erkeklerinde yap lan çal malar sonucunda, Askhenazi
Yahudilerinde kurucu mutasyonlar olan, BRCA1 genindeki 185delAG ve 5382insC
mutasyonlar  ve BRCA2 genindeki 6174delT mutasyonundan birini ta yan
erkeklerin % 16’s nda prostat kanseri oldu u belirlenmi tir (83).

       Over kanserlerinin ço u sporadik olarak görülürken, sadece %5-%10’u
aileseldir. Ancak bu olgulardaki sorumlu genlerin saptanmas  ile söz konusu
kanserlerin moleküler patogenezlerine ili kin çok fazla bilgi edinilmi tir. Kal tsal
over kanserlerinin büyük bir bölümünde BRCA genlerindeki mutasyonlar n
geli meden sorumlu oldu u görülmektedir. Bunlar meme kanserleri ile de birliktedir.
Gerçekten, bu genlerdeki mutasyonlar n varl nda over ve meme kanserlerinin her
ikisi için artan bir risk söz konusudur. BRCA1 ta lar nda over kanserlerinin
geli me riski de ik çal malarda %16-%44 aras nda de mekle birlikte ortalama
%30 dur. BRCA2 ta lar nda risk BRCA1 ta lar na oranla bir dereceye kadar
daha dü üktür (84). BRCA genlerinde mutasyonlar ailesel over kanserli vakalar n
büyük bir bölümünde mevcut olmakla birlikte, bu tür mutasyonlar sporadik over
kanserlerinde daha dü ük oranda görülmektedir. O halde overyan neoplazi
geli iminde di er moleküler yollar n olmas  gerekmektedir. Örne in over
kanserlerinin %35inde cerb2’nin ekspresyon fazlal  söz konusudur ve bu kötü
prognozla birliktelik gösterir. Ço u müsinöz kistadenokarsinom kanser olmak üzere
over tümörlerinin %30undan fazlas nda k-ras ekspresyon fazlal  vard r. Ayr ca
di er kanserlerde oldu u gibi tüm over kanserlerinin ortalama %50sinde p53
mutasyonlar na rastlan lmaktad r. Over kanserlerinde özellikle s rda (borderline) ve
invaziv müsinöz kanserlerde k-ras mutasyonlar  saptanm r. k-ras mutasyonlar

rda müsinöz kanserlerin yakla k yar nda saptanm r. Bu bulgu, k-ras
mutasyonlar n, müsinöz over kanseri geli iminde erken bir olay oldu unu ve

rda tiplerin de invaziv tümörlerin öncüsü oldu unu dü ündürmektedir (85).
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       Over kanserlerinde kromozom bozukluklar  ilk kez 6 no’lu kromozomun uzun
kolunda delesyonla ortaya konmu tur. Sonra 14. kromozomda delesyon ve 1, 2, 3, 4,
5, 9, 10, 11, 15, 19. kromozomlarda yap sal anomaliler saptanm r. Epitelyal over
kanserinde sitogenetik anomalilere ek olarak spesifik genetik de ikliklerde
tan mlanm r. Moleküler biyolojik çal malar daha ziyade protoonkogen ve tümör
bask lay  genler üzerine yo unla r. 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 y llarda meme kanserinin tan  ve tedavisinde ya anan ilerlemeler hastalar n
sa kal mlar na, hastal ks z ya am sürelerine önemli katk larda bulunmu tur. Yeni
cerrahi yakla mlar, neoadjuvan ve adjuvan kemoterapi, radyoterapi ve
hormonoterapi gibi tedavi seçeneklerinin artmas  bu tedavilerin hangi hastalara
uygulanaca  sorusunu da beraberinde getirmi tir. Böylece hastalar n
evrelendirilmesi, sa kal mla ilgili çe itli klinik, histopatolojik ve
immunohistokimyasal parametreler ile moleküler incelemeler önem kazanm r (87).

       Meme kanseri ço u zaman ba lang çtan itibaren lenfojen, bazen de hematojen
yay lma özelli ine sahip sistemik bir hastal kt r. Bu nedenle cerrahi tedavi yan nda
radyoterapi kemoterapi ve hormonoterapi yap lmaktad r. Son y llarda tarama
mamografisinin ve ultrasonografinin düzenli kullan lmas  ve geli mi  tan  yöntemleri
ile meme kanserlerine %50 oran nda erken a amada tan  konulmaya ba lanm r.
Bunlar n yan nda lenfangiografi, bilgisayarl  tomografi, manyetik rezonans
görüntüleme yöntemleri kullan lmaktad r (88).

       Önemli fizyolojik rolleri olan östrojenler ve reseptörleri meme, endometrium ve
over gibi tümörlerin ba lang  ve geli imi için önemlidir. K smi antiöstrojen olan
tamoksifen kullan n erken evre meme kanserlerinde hastal ks z ya am süresi ve
genel ya am süresinin uzamas  sa lad  gösterilmi tir. Tamoksifen her evredeki
meme kanserinin hormonal tedavisinde kullan lan sentetik nonsteroid yap da bir
antiöstrojen ajand r (89). Tamoksifen daha çok tümörostatik bir ilaç oldu undan ve

sa süreli tedavi sonras  tamoksifen kesildi inde tekrarlama olas  oldu undan
uzun süreli tedavinin (en az 5 y l) en iyi klinik strateji oldu u söylenebilir. Meme
kanserli hastalarda özellikle p53 ve cerbB-2 moleküler biyobelirteçler olarak
prognostik öneme sahiptirler ve her ikisi içinde çe itli tedavi metodlar
geli tirilmektedir. cerbB-2 a  üretimine sahip hastalara yüksek doz antrasiklin
kemoterapinin yararl  olaca  ya da lenf nodu pozitif meme kanserli hastalarda çe itli
kombine kemoterapi ajanlar ile yap lan adjuvan tedavinin ya am süresini artt rd  ve
hastal k ilerlemesini durdurdu u gözlenmi tir (90-94). cerbB-2 geninin
amplifikasyonu veya onkoproteinin a  ekspresyonu meme kanserlerindeki
transforme hücrelerin %10-40’ nda gösterilmi tir. Bu de imler tümörün agresifli i,
prognoz, hormonal ve sitotoksik ajanlara cevaps zl k ile ili kilidir. cerbB-2 geninin
amplifikasyonuna sahip hastalarda ve metastaz  bulunan meme kanserli hastalarda
kullan lan ve de ilk olu turulan biyolojik düzenleyici Trastuzumabd r. Bu ilaç
cerbB-2 proteinine yüksek ba lanma kapasitesine sahip, insana göre geli tirilmi  bir
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rekombinant monoklonal antikordur ve cerbB-2 yi a  üreten meme kanser
hücrelerinin büyümesini bask lar (94-96). kincisi emodin gibi tirozin kinaz
inhibitörleridir. Bu ilaç cerbB-2 nin fosforilasyonunu ve hücre içi sinyal yola
engeller. Üçüncüsü aktif immunterapidir. Bir di eri ise oku proteini 90 ile ili kili
sinyal inhibitörüdür. Bunlar tirozin kinaz reseptörünün (örne in; HER2)
parçalanmas  indüklerler (97). HER2 nin a  üretimini bask lamak amac yla gen
tedavisi yöntemleri de kullan lm r. Kanser hücrelerinde özellikle antisens
oligonukleotidler (ODN) kullan larak, ODN’lerin hem cerbB-2 m-RNA’s  hem de
protein seviyelerini doza ba  ve diziye özgün olarak bask lad  ve bu bask laman n
hücre siklusunu Go/G1 de tutarak hücreyi apoptotik ölüme götürdü ü gösterilmi tir
(98). P53 gen mutasyonlar na ve p53’ün a  üretimine sahip meme kanserli
hastalarda da adjuvan tedaviler kullan lmaktad r. Kemoterapi ajanlar n etki
mekanizmalar ndan biri DNA hasar  olu turmak (örne in; FEC) ve hücreyi normal
p53 yolu ile apoptoza göndermektir. Bir di er mekanizma ise mikrotübül
stabilizasyonu (örne in, paclitaxel) sa lamakt r. Paclitaxel’in olumlu etkisi mitoz

ras nda, p53 yoklu undan dolay  G1 faz nda duraksaman n olmamas  ancak ilac n
mikrotübül stabilizasyonunu sa lamas  ile aç klanm  ve p53 eksikli ine sahip
tümörlerde paclitaxelin yararl  olabilece i öne sürülmü tür (99).

       Over kanseri jinekolojik maligniteler içinde en s k mortaliteye neden olan
kanserdir ve epitelyal over kanserinin prognozu yüz güldürücü de ildir. Jinekolojik
onkoloji cerrahisindeki ve kemoterapi ajanlar ndaki geli melere ra men evre III ve
IV over kanserinin sa  kal  fazla de ildir (100). Geçmi te sitotoksik tedavi
rejimleri ampirik olarak geli tirilip maksimum tolere edilebilir dozlarda kombine
edilerek ve s kl kla rasyonel yakla mdan uzak bir ekilde uygulan yordu. Epitelyal
over kanserinde özellikle evre IIIC ve IV’te platinium tabanl  kemoterapi
rejimlerinin hemen ard ndan relapslar görülmektedir. Bu yüzden en az ndan ilk
remisyondan sonraki relaps süresini uzatmak çok önemlidir (101).

       ntrasellüler sinyal iletim mekanizmalar n anla lmas  ile overyan
karsinogenez daha iyi anla labilir ve over kanseri hücrelerinin ço almas  ve
yay lmas  ile ilgili sinyal iletim mekanizmalar n hedeflenmesi sa lanabilir. Over
kanseri biyolojisinin daha iyi anla lmas  ile malign hücrelerle normal hücreler
aras nda farkl k gösteren bir çok moleküler hedef bulunabilir.  Ayn  zamanda
epitelyal over kanserine neden olan yolaklar n ortaya konulmas  ile kemoterapiye
dirençlilik de çözümlenebilir. Bu sinyal iletim mekanizmalar  genellikle çok
karma k kaskadlar n ve hücre içi sinyal iletim a n bir parças r. Örnek olarak bir
sinyal iki farkl  hücre içi yolaktan tetiklenebilir (matriks metallo-proteinaz 9’un
fibronektin-ba ml  aktivasyonu, MEK1-MAPK ve PI3K/Akt gerektirir) , ayr ca bir
hücre içi yolak da ayn  zamanda birden fazla onkojenik sinyali iletebilir (epitel ve
endotel hücrelerinde PI3K sinyali büyümeyi ve neovaskülarizasyonu uyar r). Dü ük
molekül a rl kl  inhibitörler, monoklonal antikorlar ve gen tedavi yöntemleri tek
ba lar na kullan labilece i gibi sitotoksik rejimlerle kombine de edilebilir (102).
G-protein kenetli reseptörler de kanser tedavisi için uygun hedeflerdir, ancak bu
reseptörlerin karma k ve çok yönlü fonksiyonlar  nedeni ile bu hedefe yönelik
tedaviler toksik ve spesifitesi dü ük olabilir. Fosfotidilinozitol 3-kinaz (PI3-kinase)
kanser ile ili kili geni  bir yelpazede yer alan hücre içi sinyal iletimiyle ilgili haberci
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bir moleküldür. PIK3CA alt formu ise, karsinogenez ve muhtemelen anjiogenezde en
önemli rolü oynamaktad r. Daha az yan etkilerinin olmas  nedeni ile PI3K/Akt yola
inhibitörleri epitelyal over kanseri tedavisinde umut vaad eden çözümlerdir (103).
Over kanserinde yenilikçi tedavi yakla mlar ndan biri de gen tedavisidir. Gen
tedavisinin farkl  metodlar  (moleküler kemoterapi = öncül ilaçlar, immünoterapi
yakla mlar , ilaç duyarl nda yap lan de iklikler ve viroterapi) son zamanlarda
yo un olarak ara lan konulard r. Birçok farkl  viral vektör üzerinde çal malar
sürmektedir (104).
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MATERYAL VE YÖNTEMLER

       Bu çal mada, Akdeniz Üniversitesi, T p Fakültesi, T bbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dal nda bulunan ve daha önce gerçekle tirilen projelerde kontrol olarak
kullan lan, ailesinde kanser öyküsü bulunmayan, sa kl  150 bireyden ayd nlat lm
onam formu imzalat ld ktan sonra elde edilen ve -20°C’de saklanan 150 DNA
ara rmaya dahil edilmi tir.

       Sa kl  bireylerden daha önce elde edilen genomik DNA’larda, daha önce
yap lan ara rmada ilk defa bulunan BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlar  DHPLC
(Denaturating High-Performance Liquid Chromatography =Denatüre Edici Yüksek
Performans S  Kromatografisi) yöntemi uygulanarak tarand .

3.1. Stokda bulunan DNA’lar n zolasyonu *
Al nan 150 bireyden 10 ml periferal kan EDTA’l  steril tüplere

(venoject®EDTA(K3)) al nm , Miller ve arkada lar  taraf ndan geli tirilen standart
DNA izolasyon yöntemi de tirilerek, genomik DNA’lar izole edilmi ti (110).

3.1.1. Kullan lan Solüsyonlar:

Lizis Tamponu
155 mM   NH4Cl (Sigma)
10 mM   KHCO3 (Sigma)
1 mM  EDTA pH  7.4-8.0 (Sigma)

       Yukar da verilen deri imleri sa layacak ekilde distile su ile haz rlanan lizis
tamponu otoklavda sterilize edildi ve +4°C’de sakland .

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

       Yukar da verilen deri imleri sa layacak ekilde distile su ile haz rlanan WBL
tamponu otoklavda sterilize edildi ve oda s cakl nda sakland .

* Önceki proje ekibi taraf ndan yap lan izolasyon i lemleri

9.5. M Amonyum Asetat
      36.613 gr amonyum asetat (CH3COONH4, Merck) 50 ml distile suda çözüldü.
Otoklavda sterilize edildi ve oda s cakl nda sakland .
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%10 SDS (Sodyum Dodesil Sülfat) Çözeltisi
1 gr SDS (Merck) 10 ml distile suda çözüldü. Filtre (Orange Scientific,

GyroDisc CA) ile sterilize edildi ve oda s cakl nda sakland .

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

%70’ lik Etanol (C2H5OH)
70 ml Etanol (Reidel), 30 ml distile su ile kar ld  ve +4°C’de sakland .

3.1.2. lemler

1. 10 ml’lik EDTA’l  steril tüplere al nan kan alt üst edilip homojenize
edildikten sonra 50 ml’lik konik santrifüj tüplere aktar ld .

2. Üzerine 30 ml lizis tamponu eklenip vortekste iyice kar ld .
3. Buzda 15-20 dakika bekletildikten sonra (bu süre içinde 1 ya da 2 kez

vorteksle kar ld ) +4°C‘de 1500 rpm’ de 10 dakika santrifüj edildi.
4. Dökelti at p, çökelti elle vurularak homojenize edildikten sonra üzerine 20

ml lizis tamponu eklendi.
5. +4°C’ de 1500 rpm’de 10 dakika santrifüj edildikten sonra dökelti at p

çökelti homojenize edildi.
6. Çökelti üzerine 9.4 ml WBL tamponu, 500 µl %10’luk SDS, 50µl Proteinaz

K  (20mg/ml)  eklendi.  Alt  üst  edildikten  sonra  37°C’lik etüvde bir gece
bekletildi.

7. Ertesi gün üzerine 3.7 ml 9.5 M amonyum asetat çözeltisi eklendi.
8. Beyaz ms  bir renk olu uncaya kadar elle vurularak iyice kar lmas

sa land .
9. Oda nda 30 dakika 5000 rpm’de santrifüj edildi. Dökelti yeni bir steril

falkon tüpe al p, üzerine 1:2 oran nda saf etanol ya da izopropanol eklendi.
10. Alt üst edilerek DNA’n n toplanmas  sa land . Gözle görülebilir bir ekilde

çökelti olu turan DNA’lar toplan p,%70’lik etanol bulunduran 1.5 ml’lik
ependorf tüplere aktar ld .

11. Oda nda 13000 rpm’ de 10 dakika santrifüj edildi. Üst faz at ld ktan
sonra, çökelti 37C’lik etüvde a  aç k olarak kurutuldu. Kurutulan DNA
steril suda çözüldü.

12. Elde edilen DNA örnekleri uzun süre saklanacaksa -20°C’de, k sa sürede
kullan lacaksa +°4C’de sakland .
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 3.2. DNA Örneklerinin Spektrofotometrik Ölçümü
Bu çal ma için ar ivden al p kullan lan DNA örneklerinin miktar ve safl k

derecelerini belirlemek için spektrofotometre (Nanodrop 1000) ile ölçümler yap ld .
Örneklerin optik dansite ölçümlerini belirlemek amac yla 1/200 oran nda
suland ld . 5 µl DNA örne i 995 µl dH2O ile suland larak miktar 1000 µl’ye
tamamland . Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylar nda örneklerin
ölçümü yap larak DNA miktarlar ,

DNA miktar  = Optik Dansite (O.D.) x Suland rma Faktörü (S.F.) x 50

Formülü yard yla hesapland . DNA miktar  çal lamayacak kadar az olan
örnekler, ar ivdeki di er DNA’lar ile de tirildi. Ölçümleri yap larak DNA
miktarlar  hesapland .

3.3. PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) Yöntemi
       PCR reaksiyonu, PCR System 9700 (Gene Amp®) marka thermal cycler
cihaz nda gerçekle tirildi. PCR protokolleri a da verildi i gibi uyguland .
Amplifikasyonun gerçekle ip gerçekle medi ini kontrol etmek için jel
elektroforezinde kontrol edildi. Amplifikasyonlar  gerçekle meyen kontroller için
suland lma oranlar  de tirilerek protokol tekrar edildi. Önceki çal mada ilk defa
saptanan de imler özellikleri çizelge 3.1.’de,  BRCA1 ve BRCA2 genlerine ait
primer adlar  ve dizileri çizelge 3.2. ve çizelge 3.3.’de verilmi tir.

Çizelge 3.1. Önceki çal mada bulunan mutasyonlar n özellikleri.

Kanser

Tipi

Gen Ekson Dizi de imi

(cDNA

dizisine göre)

Protein

düzeyinde

tahmini etkisi

Mutasyon tipi

Meme BRCA1 11 c.1657 A-T H513L Yanl

anlaml (missense)

Meme BRCA1 11 c.2566 A-C H816P Yanl
anlaml (missense)

Meme BRCA1 16 c.4849 C-A S1577Y Yanl
anlaml (missense)

Over BRCA2 9 c.1001 A-C G258P Yanl
anlaml (missense)

Meme BRCA2 10 c.1204 A-C S326R Yanl
anlaml (missense)

Over BRCA2 18 c.8453 A-G N2742S Yanl
anlaml (missense)

Over BRCA2 21 c.8935 G-A E2903K Yanl
anlaml (missense)
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Çizelge 3.2. BRCA1 geninin eksonlar nda kullan lan primerler ve dizileri.

Primer ad Primer diziler (5’ 3’yönünde) PCR ürün büyüklü ü
(baz çifti cinsinden
verilmi tir)

1105F AGGAGCATT TGTTACTGAT 346
1105R AGACTTCCTCCTCAGCCTATT
1107F CTAAGTGTTCAAATACCAGT 372
1107R ATTTCTATGCTTGTTTCCCG
16F AATTCTTAACAGAGACCAGAAC 252
16R AAAACTCTTTCCAGAATGTTGT

Çizelge 3.3. BRCA2 geninin eksonlar nda kullan lan primerler ve dizileri.

Primer ad Primer diziler (5’ 3’yönünde) PCR ürün büyüklü ü
(baz çifti cinsinden
verilmi tir)

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 çeri i :

Çizelge 3.4. PCR içeri i.

dNTP kar  (10Mm) 0.4 µl
10X Tampon 2.5 µl
leri primer (10pmol/µl) 1    µl

Geri primer (10pmol/µl) 1    µl
MgCl2 (50Mm) *
Taq polimeraz (5u/µl) 0.2  µl
H2O Toplam hacim 25 µl olacak ekilde

eklendi.
DNA (100-500ng/µl) 1.2  µl

*  BRCA1 geninde 11. eksonun 05. bölgesi için 1 µl, 11.eksonun 07. bölgesi için 1.5
µl, 16. ekson için 2 µl, BRCA2 geninde 9. ekson için 3 µl, 10. eksonun A bölgesi
için 1 µl, 18. eksonun B bölgesi için 1.5 µl, 21. ekson için 1,5 µl MgCl2
kullan lm r.
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3.3.2. PCR Program
       PCR i lemi için eksonlar n Td s cakl k de erlerine göre 4 farkl  program
uyguland . BRCA1 geninde 11. eksonun 05. ve 07. bölgeleri için program 1, 16.
ekson için program 2, BRCA2 geninde 9. ekson için program 1, 10. eksonun A
bölgesi için program 4, 18. eksonun B bölgesi ve 21. ekson için program 3
kullan lm r. Programlar a da verilmi tir.

Program 1
95 oC               30 saniye
61-54 oC*        30 saniye
72 oC                50 saniye
95 oC                30 saniye
54 oC                40 saniye
72 oC                50 saniye
72 oC                5 dakika
15  oC                 

* 61 oC’den 54 oC’ ye kadar her döngüde s cakl k 0.5 oC dü mektedir.

Program 2
95 oC               30 saniye
65-58 oC*        30 saniye
72 oC                50 saniye
95 oC                30 saniye
58 oC                40 saniye
72 oC                50 saniye
72 oC                5 dakika
15  oC                 

* 65 oC’den 58 oC’ ye kadar her döngüde s cakl k 0.5 oC dü mektedir.

Program 3
95 oC               30 saniye
55-48 oC*        30 saniye
72 oC                50 saniye
95 oC                30 saniye
48 oC                40 saniye
72 oC                50 saniye
72 oC                5 dakika
15  oC                 

* 55 oC’den 48 oC’ ye kadar her döngüde s cakl k 0.5 oC dü mektedir.

15 döngü

30 döngü

15 döngü

30 döngü

15 döngü

30 döngü
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Program 4
95 oC               30 saniye
60-53 oC*        30 saniye
72 oC                50 saniye
95 oC                30 saniye
53 oC                40 saniye
72 oC                50 saniye
72 oC                5 dakika
15  oC                 

* 60 oC’den 53 oC’ ye kadar her döngüde s cakl k 0.5 oC dü mektedir

Çizelge 3.5. Ekzonlar n PCR için Td s cakl k dereceleri.

Primer ad PCR Td  S cakl k (°C)
BRCA1-1105 61-54°C
BRCA1-1107 61-54°C
BRCA1-16 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 Görüntüleme Sistemi

3.4.1. 10X TBE Tamponu
Tris-baz (C4H11NO3, Sigma)      216.8 gr
Borik asit (H3BO3, Merck)           110  gr
EDTA (Sigma)                               14.8 gr

3.4.2. %2’lik Agaroz Jelin Haz rlanmas
       1 gram agaroz (Generose) tart larak 50 ml 1XTBE’ de (Tris-Borat-EDTA)
çözüldü. 50-55° C’ye gelene kadar so utuldu. 0.5µg/ml etidium bromür ilave edildi.
Elektroforez küvetine taraklar yerle tirilerek s  agaroz jel elektroforez küvetine
döküldü. Oda s cakl nda 15-20 dakika polimerize edilmesi için beklendi. Jel
polimerize olduktan sonra taraklar jelden al nd  ve agaroz jel, elektroforez tank na
yerle tirildi.

3.4.2.1. lemler
       %1’lik agaroz jel, içerisinde 1XTBE bulunan elektroforez tank na yerle tirildi.
PCR ürünü ve 50 bç’lik marker yükleme tamponu kullan larak kuyucuklara
mikropipet yard yla yüklendi. Elektroforez tank na ba  güç kayna  ile 120
voltta 20 dakika yürütüldü. Süre sonunda yürütülen örnekler UV k veren
transilluminatör yard yla incelendi. Syngene ( ngenius) transilluminatör aletine
ba  olan monitörlü sistem kullan larak foto raflar al nd .

15 döngü

30 döngü
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       Kontrol gruplar n tümünde BRCA1 geninin 11. eksonunun 05. ve 07. bölgeleri
ile 16. eksonda ve BRCA2 geninin 10. eksonunun A bölgesi, 9, 21, 18. eksonun B
bölgesinde mutasyon taramas  için DHPLC yöntemi kullan ld .

3.5. DHPLC (Denaturating High-Performance Liquid Chromatography =
Denatüre Edici Yüksek Performans S  Kromatografisi)
       Amplifiye edilen ve agaroz jelde kontrol edilen örneklerin BRCA1 geninin
1105, 1107 ve 16 kodlay  bölgeleri ile BRCA2 geninin 9, 10A, 21, 18B kodlay
bölgelerinde genetik varyasyonlar  belirlemek amac yla WAVE Maker Sistemi
(Transgenomic Inc., San Jose, CA) ile DHPLC analizi gerçekle tirildi. Bu analiz için
öncelikle çal ma kapsam na al nan bireylerin PCR ürününden 10 µl ve sa kl  birey
DNA’ lar n amplifikasyon ürünlerinden 10 µl al p hibridizasyona tabi tutuldu.
Ard ndan PCR System (Mycycler)’de denatürasyon a amalar  gerçekle tirildi.
Denatürasyon a amas  a da görülmektedir.

3.5.1. DHPLC için denatürasyon i lemi

95 oC               20 dakika (ön denatürasyon)
94.9 oC             5 saniye*        99 döngü
74.9 oC             6 saniye**      99 döngü
64.9 oC             6 saniye**      99 döngü
54.9 oC             5 saniye**      99 döngü
44.9 oC             4 saniye**      99 döngü
34.9 oC             4 saniye**      99 döngü
24.9 oC             4 saniye**      99 döngü

*   Her döngüde s cakl k 0.2 oC dü mektedir.
** Her döngüde s cakl k 0.1 oC dü mektedir.

       Daha sonra denatüre ve sonras nda hibridize olan amplikonlar cihaza yüklenip
programlar  ayarland . Daha sonra analizleri gerçekle tirildi. Reaksiyon protokolü

daki gibi belirlendi. DHPLC ko ullar  çizelge 3.6.’da belirtildi i ekilde
uyguland .

Çizelge 3.6. DHPLC s cakl k ko ullar .

Primer ad DHPLC  S cakl k (°C)
BRCA1-1105 56.7°C
BRCA1-1107 57°C
BRCA1-16 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, görülen de ik piklere sahip bireylerin amplikonlar
DHPLC cihaz nda tekrar analize al nd . Tekrarlayan analiz sonucunda ayn
de ikliklerin görüldü ü bireylerin amplikonlar  DNA dizi analizine al nd . DNA
dizi analizinin a amalar  a da aç klanm r.

3.6.DNA Dizi Analizi ve lemleri
        Öncelikle amplikonlar n temizlenmesi i lemleri gerçekle tirildi. Amplifikasyon
ürünlerinin temizlenmesi, Roche marka (Katalog no:11 732 668 001) PCR ürün
pürifikasyon kiti kullan larak gerçekle tirildi. lemler u ekilde yap ld :

       PCR ürünü steril distile su eklenerek 100 µl’ye tamamland . Üzerine 500 µl
ba lanma tamponu eklendi ve iyice kar ld . Kar m pürifikasyon filtresinin
üzerine bo alt ld . Oda s cakl nda 13000 rpm’de 30 saniye santrifüj edildi. Tüpün
dibine biriken dökelti at ld . Pürifikasyon filtresinin üzerine 500 µl y kama solüsyonu
eklendi. Oda s cakl nda 13000rpm’de 1 dakika santrifüj edildi. Dökelti at ld . kinci

kama 200 µl y kama solusyonu ile yap ld . Tekrar oda s cakl nda 13000 rpm’de 1
dakika santrifüj edildi ve dökelti at ld . Pürifikasyon filtresi temiz 1.5 ml’lik ependorf
tüpe aktar ld . Üzerine 50 µl elüsyon solusyonu ilave edildi. Oda s cakl nda 13000
rpm’de 1dakika santrifüj edildi. DNA agaroz jelde kontrol edildi.

       Dizi analizi için kal p olarak temizlenen amplikonlar kullan ld . Dizi analizi
reaksiyonlar  a daki programa göre yap ld . Tüm çal malar buz üzerinde
gerçekle tirildi.

       Reaksiyon içeri i final hacmi 10µl olacak ekilde a daki gibi haz rland  ve
programland .

5X Tampon             1 µl
Big Dye v3.1           1 µl
Primer (10 m)        1 µl
Kal p DNA              2 µl
H2O                         5 µl

94oC                4 dakika
96 oC               10 saniye
50 oC                5 saniye
60 oC                4 dakika

       Dizi analizi yap lacak amplikonlar n temizlenmesi u ekilde gerçekle tirildi:

       Haz rlanan yeni 1.5 ml’lik ependorf tüplere 2µl sodyum asetat (Mallinckrodt)
(Ph:4.6) konuldu. Üzerine 30µl  %99 so uk etanol ilave edildi. Bu kar n üzerine
amplifikasyon ürününün tamam  eklendi ve vorteksle kar ld . 20 dakika buz
üzerinde bekletildi. Süre sonunda oda s cakl nda 14000 rpm’de 20 dakika santrifüj
edildi. Pipetle dökelti al narak at ld . Çökelti üzerine 250µl  %70 etanol ilave edildi.

25 döngü
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Oda s cakl nda 14000 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Tekrar dökelti pipetle
al narak at ld . Tüplerin 10-15 dakika karanl kta kurumas  beklendi. Tüpler
kuruduktan sonra üzerine 25µl formamid ilave edildi. Tüpler hafifçe vurularak
kar ld  ve dizi analizi tüplerine aktar ld . ABI 310 dizileme cihaz na konulmadan
önce örnekler 94oC’de 5 dakika denatüre edildi ve daha sonra cihaza yüklendi.
Dizileme cihaz na hemen yüklenmeyen örnekler -20oC’de sakland .

       Denatüre edilen PCR ürünleri 5 dakika -20oC’de bekletilerek ABI 310 dizileme
cihaz na yüklendi. Al nan sonuçlarda sekans pikleri ABI sequence analysis yaz m
program nda de erlendirildi. Bu sonuçlarda Adenin ye il, Guanin siyah, Sitozin mavi
ve Timin k rm  renkli pikler ile gösterilmektedir. Bu piklerin de erlendirilmesi ile
DNA dizi analizi gerçekle tirildi.
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BULGULAR

       Akdeniz Üniversitesi, T p Fakültesi, T bbi Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dal nda bulunan ve daha önce gerçekle tirilen projelerde kontrol olarak kullan lan,
ailesinde kanser öyküsü bulunmayan, sa kl  150 bireyden ayd nlat lm  onam
formu al narak elde edilen DNA’lar bu ara rmada kullan ld .

4.1. Moleküler genetik analiz sonuçlar
       Anabilim dal zda daha önce yüksek risk grubu 75 meme ve/veya over kanserli
bireyde BRCA1 ve BRCA2’nin tüm kodlay  eksonlar nda mutasyon analizi DGGE
yöntemi ile yap lm r. Her iki gende daha önce literatürde belirlenen de imlerin
yan  s ra BRCA1 geninde H513L, H816P, S1577Y de imleri, BRCA2 geninde
S326R, G258P, E2903K ve N2742S de imleri olmak üzere biyolojik aç dan tam
olarak önemi bilinmeyen yedi tane ilk defa görülen mutasyon saptanm r. Bu
ara rmada ilk defa tan mlanan bu mutasyonlar, ailesinde herhangi bir kanser öyküsü
bulunmayan, sa kl  bireylerden olu an 150 bireyin DNA’s nda her iki gene özgül
eksonlarda ara lm r. BRCA1 geninde; H513L de imi için 11. eksonun 05.
bölgesi, H816P de imi için 11. eksonun 07. bölgesi ve S1577Y de imi için 16.
ekson bölgeleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tekni i kullan larak amplifiye
edilmi tir. Bu eksonik bölgelerin amplikonlar  %2’lik agaroz jelde yürütülmü tür. Bu
eksonik bölgelerin jel görüntüsüne örnek ekil 4.1.’de görülmektedir. PCR ile
amplifiye edilen BRCA1 geninin eksonlar n amplikon büyüklükleri Çizelge 3.2.’de
verilmi tir.

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

M; Mark r, (-); Negatif kontrol
ekil 4.1. 1-13 olgular na ait BRCA1 geninin 16.eksonunun amplikonlar n agaroz jel görüntüsü.
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150 birey DNA’s n BRCA1 geninde 11. eksonun 05. ve 07. bölgeleri ve 16.
eksonik bölgelerinin amplifikasyon sonras  amplikonlar  DHPLC analizine
al nm r.

       Tüm kontrol olgular n içinden BRCA1 geni için geli igüzel seçilmi  üç
olgunun 11. ve 16. eksonlar na ait normal DHPLC grafikleri a da verilmi tir.

ekil 4.2. BRCA1 geninin 11.eksonunun 05 bölgesine ait  normal DHPLC grafi i.

ekil 4.3. BRCA1 geninin 11.eksonunun 07 bölgesine ait normal DHPLC grafi i.

ekil 4.4. BRCA1 geninin 16.eksona ait normal DHPLC grafi i.

       BRCA2 geninde G258P de imi için 9, S326R de imi için 10. eksonun A
bölgesi, N2742S de imi için 18. eksonun B bölgesi ve E2903K de imi için 21.
ekson bölgesi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tekni i kullan larak amplifiye
edilmi tir. Bu eksonik bölgelerin amplikonlar  %2’lik agaroz jelde yürütülmü tür. Bu
eksonik bölgelerin jel görüntüsüne örnek ekil 4.5.’de görülmektedir. PCR ile
amplifiye edilen BRCA2 genlerinin eksonlar n amplikon büyüklükleri Çizelge
3.3.’de verilmi tir.
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M - 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

M; Mark r, (-); Negatif kontrol

ekil 4.5. 1-13 olgular na ait BRCA2 geninin 10.eksonunun A bölgesinin amplikonlar n agaroz
                  jel görüntüsü.

 150 birey DNA’s n BRCA2 geninde 9, 10. eksonun A bölgesi, 18. eksonun B
bölgesi ve 21.ekson bölgelerinin amplifikasyon sonras  amplikonlar  DHPLC
analizine al nm r.

       Tüm kontrol olgular n içinden BRCA2 geni için geli igüzel seçilmi  dört
olgunun, 9, 10. eksonunun A bölgesi, 18. eksonunun B bölgesi ve 21. eksona ait
normal DHPLC grafikleri a da verilmi tir.

ekil 4.6. BRCA2 geninin 9.eksonuna ait normal DHPLC grafi i.



37

ekil 4.7. BRCA2 geninin 10.eksonunun A bölgesine ait normal DHPLC grafi i.

ekil 4.8. BRCA2 geninin 18.eksonunun B bölgesine ait normal DHPLC grafi i.

ekil 4.9. BRCA2 geninin 21.eksonuna ait normal DHPLC grafi i.

       DHPLC analizi sonucunda, BRCA1 geninde; 11. eksonunun 05. bölgesi için
55.7°C’lik çal ma ko ulunda 5 bireyde, 16. ekson için 55.8°C’lik çal ma ko ulunda
8 bireyde, 59.3°C’lik çal ma ko ulunda 34 bireyde de ik pikler görülmü tür. Bu
piklere sahip bireylerin amplikonlar  DHPLC cihaz nda ayn  deney ko ullar nda
tekrar analize al nm r. Tekrarlanan analiz sonucunda bireylerde de iklik
gözlenmemi  ve yanl  negatif sonuç olarak de erlendirilmi tir.



38

       BRCA1 geninde 11.eksonunun 05. bölgesi ve 16. eksonda de ik pikler görülen
olgular n içinden geli igüzel seçilmi  üç olgunun DHPLC grafikleri a da
verilmi tir.

ekil 4.10.  BRCA1geninin 11.eksonunun 05. bölgesine ait DHPLC grafi i.

ekil 4.11. BRCA1 geninin 16. eksonuna ait DHPLC grafi i.

ekil 4.12. BRCA1geninin 16. eksonuna ait DHPLC grafi i.

       BRCA2 geninde 9. ekson için 55°C’lik çal ma ko ulunda 2 bireyde, 57°C’lik
çal ma ko ulunda 15 bireyde, 10. eksonun A bölgesi için 53.7°C’lik çal ma
ko ulunda 15 bireyde, 18. eksonun B bölgesi için 55 °C’lik çal ma ko ulunda 10
bireyde, 59.5°C’lik çal ma ko ulunda 20 bireyde, 21. eksonda 55.5°C’lik çal ma
ko ulunda 5 bireyde, 59.5°C’lik çal ma ko ulunda 47 bireyde de ik pikler
görülmü tür. De ik pikler görülen bireyler için yeniden PCR ve sonras nda
denatürasyon i lemleri yap lm r. Daha sonra bireylerin amplikonlar  1-1 oran nda
yeniden hibridize edildikten sonra DHPLC cihaz nda tekrar analize al nm r. Bu

lemin sonucunda BRCA2 geninde 9.ekson için 57 °C’lik çal ma ko ulunda 5 olgu,
10. eksonun A bölgesi için 54.7 °C’lik çal ma ko ulunda 5 olgunun amplikonlar nda
yine ayn  de iklik görülmü  ve bireylerin amplikonlar  DNA dizi analizine
al nm r. Bu tekrarlar sonucunda de iklik gözlenmeyen di er olgular yanl
negatif sonuç olarak de erlendirilmi tir.
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       BRCA2 geninde 9, 10, 18 ve 21.eksonlar için de ik pikler görülen olgular n
içinden geli igüzel seçilmi  sekiz olgunun DHPLC grafikleri ekil 4.13.-4.20.’de
verilmi tir.

ekil 4.13. BRCA2 geninin 10. eksonunun A bölgesine ait örne in DHPLC grafi i.

ekil 4.14. BRCA2 geninin 10.eksonunun A bölgesine ait örne in DHPLC grafi i.

ekil 4.15. BRCA2 geninin 10.eksonunun A bölgesine ait örne in DHPLC grafi i.

ekil 4.16. BRCA2 geninin 9. eksonuna ait örne in DHPLC grafi i.
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ekil 4.17. BRCA2 geninin 9. eksonuna ait örne in DHPLC grafi i.

ekil 4.18. BRCA2 geninin 9. eksonuna ait örne in DHPLC grafi i.

ekil 4.19. BRCA2 geninin 21. eksonuna ait örne in DHPLC grafi i.

ekil 4.20. BRCA2 geninin 18.eksonuna ait örne in DHPLC grafi i.
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Tekrarlayan analiz sonucu yine de iklik görülen BRCA2 geninde 9.ekson için
57°C’lik çal ma ko ulunda 5 olgu, 10. eksonun A bölgesi için 54.7°C’lik çal ma
ko ulunda 5 olgu dizi analizine al nm r.

       DHPLC analizi sonucunda BRCA1 genine ait eksonlarda herhangi bir de im
görülmedi inden dizi analizine al nmam r. BRCA2 geninin 9. eksonu ve 10.
eksonunun A bölgesinde yap lan dizi analizi sonuçlar nda da herhangi bir de im
gözlenmemi tir. BRCA2 genine ait geli igüzel seçilmi  iki olgunun dizileme sonucu
görüntüleri a da verilmi tir.

      Kodlay  bölgenin okuma ba lang ,               kodlay  bölgenin okuma biti ini gösterir.

ekil 4.21. BRCA2 geninin 9.eksonuna ait ileri primer dizini.
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      Kodlay  bölgenin okuma ba lang ,               kodlay  bölgenin okuma biti ini

göstermektedir.

ekil 4.22. BRCA2 geninin 9.eksonuna ait  geri primer dizini.
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Kodlay  bölgenin okuma ba lang  göstermektedir.

ekil 4.23. BRCA2 geninin 10.eksonunun A bölgesine ait  ileri primer dizini.
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Kodlay  bölgenin okuma ba lang  göstermektedir.

ekil 4.24. BRCA2 geninin 10.eksonunun A bölgesine ait  geri primer dizini.
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TARTI MA ve SONUÇLAR

       Kanser ça n en korkulan hastal klar ndan birisidir. Toplumda her be  ki iden
birinin ya ant n bir döneminde kanser ile kar la abilece i bu hastal n önemini
daha da art rmaktad r. Tüm yeni tedavi yakla mlar na kar n, halen kanserden
ölümler geli mi  toplumlarda ikinci s rada yer almaktad r (105,106). Kad nlar
aras nda kansere ba  ölüm sebepleri içinde meme kanseri ise ilk s ralarda
bulunmaktad r. Kanser genetik ve genetik olmayan faktörlerin etkile iminin neden
oldu u kompleks, multifaktöriyel bir hastal kt r. Bu nedenle meme kanserleri ile ilgili
etyolojik ve prognostik çal malar önem kazanmaktad r (107). 50 y ldan fazla bir
süredir, meme kanseri için pozitif aile öyküsü olan kad nlarda bu hastal n geli me
riskinin yüksek oldu u bilinmektedir. Ayr ca yap lan çal malar sonucunda meme,
over, prostat, kolon ve di er baz  kanserlerde genetik yatk nl n önemi gösterilmi tir
(108).

       Meme kanserli ço u olgularda erken tan  gerçekle tirilebilmesine ra men, over
kanserlerinin sadece %25’inde evre 1’de tan  konulabilmektedir. Jinekolojik
malignensilerin içinde en fazla over kanserinin görülme nedeni, hala biyolojisinin
tam anla lamam  olmas  ve erken tan da kullan labilecek biyobelirteçlerin
yetersizli inden kaynaklanmaktad r (109). Kal tsal meme/over kanserli hastalarda
BRCA1 ve BRCA2 tümör bask lay  genlerindeki mutasyonlar n tan mlanmas ,
ayr ca Lynch sendromunda MSH2 ve MLH1 gibi DNA yanl  e le me tamir
genlerindeki mutasyonlar n belirlenmesiyle ailesel over kanserlerinin etiyolojisine ait
bilgiler de artm r. BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar n, ailesel over
kanseri olan kad nlar n %90’ ndan sorumlu oldu u ve bu mutasyonlar  ta yan
kad nlar n hayat  boyunca over kanseri geli tirme riskinin %60-70 kadar yüksek
oldu u bildirilmi tir (110).

      Evrimsel süreçte tüm türlerin farkl la mas ndan ve bir türün üyeleri aras ndaki
farkl klardan genetik çe itlilik sorumludur. Genlerde, genetik çe itlili e yol açan bu
de ikliklerden biri polimorfizmdir. Dünyada bir çok bireyin kromozomlar nda ayn
yerde bulunan DNA dizileri birbirine benzerlik gösterir. Popülasyonda iki farkl
birey aras nda DNA’n n yakla k 1000 baz çifti uzunlu undaki herhangi bir bölgesi
ortalama sadece bir baz çifti de imi içerir. Alleller yayg n oldu u zaman genel
popülasyonda kromozomlarda %1’den daha fazla bulunur, bunlar da genetik
polimorfizm olarak bilinir. Tersine alleller %1’den daha az s kl kta ise, nadir
de imler olarak isimlendirilirler. ntronlarda ve genler aras nda lokalize olmu
DNA dizilerinde de im gösteren baz  alleller vard r. Bunlar herhangi bir genin

levi için önemsizdir ve sadece do rudan DNA analizleri ile belirlenir. Genlerin
kodlanan dizi de imleri farkl  protein çe itlili ine, bu durum da farkl  fenotiplerin
ortaya ç kmas na sebep olur. Genetik hastal a neden olan zararl  mutasyonlar n
birço u nadir de imlerdir. A r genetik hastal a neden olan mutant alleller genetik
çe itlili in bir sonucudur. Bu tür polimorfizmler, DNA dizilerindeki farkl klar n bir
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sonucudur. DNA analizlerinden çok, de ik proteinler üzerindeki çal malar, daha
fazla bilgi verici olmaktad r. DNA dizilerinin de imlerinden daha çok polimorfik
allellerin ürünü olan bu proteinler, farkl  fenotiplerden sorumludur. Bu nedenle,
çevre ile birey aras ndaki ili kiyi, genetik çe itlili in nas l etkiledi ini aç klayan bu
de ik proteinlerdir. Regülatör bölgede polimorfik alleller, genlerin transkripsiyonel
regülasyonunu etkileyerek fenotiplerin belirlenmesinde önemli rol oynayabilir.
Herhangi bir bireyin, tüm lokuslar n yakla k %20’sinde, allellerin yap sal olarak
farkl  polipeptidler için heterozigot olabildi i gösterilmi , farkl  etnik gruplardan
bireyler k yasland nda, proteinlerin büyük bir k sm n tesbit edilebilen
polimorfizmi gösterdi i saptanm r. Böylece, kendi enzimlerinin sentezi ve di er
gen ürünlerini içeren insan türleri içinde, önemli derecede biyokimyasal bireysellik
vard r. Buradan, sa k durumu her ne olursa olsun, her bir bireyin genetik olarak
kendi kimyasal olu umuna sahip oldu u ve bu nedenle çevreye, beslenmeye ve
farmakolojik etkilere kendine özgül cevap verece i sonucu ortaya ç kmaktad r (111).

       Genetik polimorfizmler, t pta baz  hastal klara kar  duyarl kta ki isel
farkl klar  belirlememizi sa lar. Baz  gen polimorfizmleri bir hastal k riskini
artt rken baz lar  azaltabilmekte (koruyucu allel), baz  polimorfik alleller ise
yaln zca çevresel bir faktörün etkisi alt ndayken riski etkileyebilmektedir. Örne in,
kal tsal kanserlerde baz  genetik faktörler riski artt rken, kal tsal olmayan
(sporadik) kanserlerde çevresel faktörler daha belirleyici olabilmektedir. Çünkü
çevredeki bir risk faktörü bir ya da daha fazla genin ifade edilmesini etkileyerek, ya
da bir polimorfik gen ürünü bir çevresel faktörün etkisini de tirerek kansere neden
olabilmektedir (31). Polimorfizm ve mutasyon aras ndaki e ik de eri, %1 olarak
al nd nda, popülasyonda %1 veya daha fazla s kl kta görülen DNA dizi
alternatifleri polimorfizm olarak, %1 den daha az s kl kta görülenler ise mutasyon
olarak s fland r. Dolay yla 150 kontrol grubunda yapm  oldu umuz bu
çal mada, daha önce yap lan ara rmada BRCA1 geninde bulunan H513L, H816P,
S1577Y de imleri ve BRCA2 geninde belirlenen S326R, G258P, E2903K ve
N2742S de imleri hiç görülmedi inden ve < % 1 oran nda oldu undan ayr ca
literatürde de yer almad ndan, ilk defa görülen yeni mutasyonlard r diyebiliriz.

       Mutasyon taramas  için bilinen pek çok yöntem vard r. Mutasyon taramas  için
do rudan DNA dizi analizinin kullan lmas  hem maliyeti çok yüksek hem de uzun
süren bir yöntemdir. Bu nedenle bu ara rmada geni  ölçekli mutasyon
taramalar nda özellikle genomik yap  büyük genler için bir ön tarama yöntemi olan
ve bilinmeyen mutasyonlar n taramas nda kullan lan DHPLC yöntemi tercih
edilmi tir. DNA molekülünün en temel özelliklerinden birisi,  veya denatüre edici
ajanlara kar , çift sarmal yap  koruyamayarak öncelikle çift hidrojen ba lar yla
tutunmu  A=T bölgelerinden aç lmaya ba lay p bunu üç ba  bulunan GC çiftlerinin
izleyerek denatüre olmas r. Di er bir ifadeyle, A-T oran  G-C oran ndan daha fazla
olan DNA’n n erime  (Tm), di erine göre daha dü üktür. DHPLC’nin temel
özelli i, DNA denatürasyonuna dayan r. Geli mi  bir kromatogrofi yöntemi olan
DHPLC tekni inde, hasta ya da üpheli olguya ait ilgilenilen DNA bölgesinin
yan nda, ortama polimorfizm veya mutasyon içermeyen referans homodubleks
(wildtype) DNA konulur. Bu üpheli ve referans DNA’n n  ile denatüre edilmesi
sa land ktan sonra yava ça so utularak kendi aralar nda komplementerizm esas na
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göre hibridizasyonu sa lan r. Bireyde heterozigotluk veya homozigotluk olup
olmamas na göre iki DNA’n n kendi aralar nda birle mesi sa lan r. lemin iki faz
vard r: 1) dura an faz, 2) mobil faz. Dura an fazda Trietilamonyumsülfat (TEAA)
iyonlar  kullan larak DNA’n n polistren divinil benzenden olu mu  kolona
ba lanmalar  sa lan r. Mobil fazda Asetonitril (ACN) solüsyonu kullan larak kolon
matriksine yap  DNA’lar n gev etilip b rak lmas  sa lan r. lk a amada
heterodubleks DNA’lar yüzeye tutunur ve arkas ndan da homodubleks DNA’lar
gelir. Çünkü homodubleksler heterodublekslere göre matrikse daha s
ba lanm lard r. Bu yöntem kullan larak bir ön taramadan geçirilen hastalar n
incelenen DNA dizilerinde bir fark gözlendi inde DNA dizi analizi yap larak
meydana gelen baz de iklikleri saptanmaktad r. Mutasyon ön taramalar nda
kullan lan bu teknik h zl , kolay, etkin, oldukça verimli bir yöntemdir ve optimize
edilmi  DHPLC’nin heterozigot sekans de imlerini saptama oran  de en
laboratuvar ve teknik ko ullara ba  olarak %94-100 civar ndad r (112). Hasta
say n fazla olmas , incelenen gen ya da genlerin uzun bir genomik DNA dizisine
sahip olmas , bulunan farkl  mutasyon ve polimorfizmlerin her seferinde kontrol
grubunda yeniden çal lmas  gerekti i için bir ön tarama yöntemi olarak bu yöntem
tercih edilmektedir. sveçli meme-over kanserli 350 aile, ailesel ve ki isel meme-
over kanseri olmayan 70 kontrol grubunda BRCA1/BRCA2 genlerindeki de imler

zl  ve etkili bir yöntem oldu undan DHPLC yöntemiyle incelenmi tir. Sonuçta bu
iki gene ait 80 önceden tan mlanm  mutasyon (BRCA1 geninde 51, BRCA2 geninde
29), 61 klinik önemi bilinmeyen de im (BRCA1 geninde 36,  BRCA2 geninde 25)
ve 23 yeni mutasyon (2 anlams z,12 yanl  anlaml , 3 çerçeve kaymas , 6 intronik
de im) gözlenmi tir. Bulunan yeni de imlerden ikisi kontrol grubunda > %1
oran nda oldu undan polimorfizm olarak de erlendirilmi tir (113). Koreli 1020
meme kanserli birey, ailesel ve ki isel meme kanseri olmayan 167 kontrol grubu,
BRCA1/BRCA2 genlerindeki mutasyonlar incelenen birey say n fazlal ndan ve
sa lad  kolayl klar aç ndan DHPLC yöntemiyle incelenmi tir. Sonuçta 78
mutasyon gözlenmi tir. Bunlar, 14 delesyon, 38 yanl  anlaml , 26 polimorfizmdir.
14 delesyon mutasyonunun 3 tanesi BRCA1’de, 3 tanesi de BRCA2’de yeni
mutasyon olarak tan mlanm r. Bulunan yeni de imlerden ikisi kontrol grubunda
> %1 oran nda oldu undan polimorfizm olarak de erlendirilmi tir (114). Yine Koreli
793 sporadik meme kanserli birey, mamografi analizi yap lm , kendisinde ve
ailesinde meme kanseri olmayan 167 normal birey DHPLC yöntemiyle incelenmi tir.
793 bireyde BRCA1/BRCA2 genlerinde toplam 79 de im gözlenmi tir. Bunlar, 38
yanl  anlaml , 26 polimorfizm ve 15 delesyon (11 çerçeve kaymas  4 anlams z)
mutasyonlar r. Bu 79 de imden 34 tanesi yeni de im olarak aç klanm r. 34
yeni de im kontrol grubunda gözlenmemi tir. (115).

        Bizim ara rmam zda da avantajlar n daha fazla olmas  nedeniyle bu yöntem
tercih edilmi tir. Ancak çal lan grupta, BRCA1 geninde 16, BRCA2 geninde 9, 10.
eksonun A bölgesi, 18. eksonun B bölgesi, 21. eksonun her birinin iki adet s cakl k
derecesi oldu undan arka arkaya ço u örnekte de ik pikler görülmü tür.
Eksonlar n DHPLC için çal ma s cakl klar  Çizelge 3.6.’da verilmi tir. BRCA1
geninde 16. ekson için 55.8°C’lik çal ma ko ulunda 8 birey, 59.3°C’lik çal ma
ko ulunda 34 birey; BRCA2 geninde, 9. ekson için 55°C’lik çal ma ko ulunda 2
birey, 57°C’lik çal ma ko ulunda 15 birey, 10. eksonun A bölgesi için 53.7°C’lik
çal ma ko ulunda 15 birey, 18. eksonun B bölgesi için 55°C’lik çal ma ko ulunda
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10 birey, 59.5°C’lik çal ma ko ulunda 20 birey, 21. eksonda 55,5°C’lik çal ma
ko ulunda 5 birey, 59.5°C’lik çal ma ko ulunda 47 bireyde de ik pikler
görülmü tür. De ik pikler görülen bireyler için yeniden PCR ve sonras nda
denatürasyon i lemleri yap lm r. Daha sonra bireylerin amplikonlar  1:1 oran nda
yeniden hibridize edildikten sonra DHPLC cihaz nda tekrar analize al nm r. Bu

lemin sonucunda sadece BRCA2 geninde 9.ekson için 57 °C’lik çal ma ko ulunda
5 olgu, 10. eksonun A bölgesi için 54.7 °C’lik çal ma ko ulunda 5 olgunun
amplikonlar nda yine ayn  de iklik görülmü  ve bireylerin amplikonlar  DNA dizi
analizine al nm r. Bu tekrarlar sonucunda de iklik gözlenmeyen di er olgular
yanl  negatif sonuç olarak de erlendirilmi tir. 350 meme ve/veya over kanserli
sveçli ailede ayn  yöntemle yap lan çal mada da benzer sorunlar oldu u

görülmü tür. Bu da bize cihaz n o anda çal rken kar la  bir sorun olabilece ini
dü ündürmü tür. DHPLC cihaz  hassas bir cihazd r. Bulundu u mekan n s cakl ,
20°C’den yüksek oldu u takdirde, cihaz n stabilitesinin bozuldu u ve de ik pikler
verdi i gözlenmi tir. Di er bir neden de, analizlerden önce test edilen ve referans
olgular n DNA’lar n 1:1 oran ndan farkl  miktarlarda kar lmas r. PCR
protokolü optimize edilmedi i zaman da de ik pikler görülmü tür. Ara rmam zda
da de ik pikler görülen örnekler önce ayn  deney ko ullar nda tekrar analize
al nm r. kinci analiz sonucunda da de ik pikler görülen örneklerin PCR,
denatürasyon ve hibridizasyon i lemleri bir kez daha tekrarlanarak DHPLC cihaz nda
çal lm r. Ayn  zamanda cihaz n bulundu u odan n s cakl  dü ürülmü tür. Bu

lemler sonucunda da hala de ik pikler gördü ümüz BRCA2 geninde 9. eksona ve
10. eksonun A bölgesine ait toplam 10 bireyin örnekleri DNA dizi analizine al nm
ve de im saptanmam r. 150 bireyde toplam 7 bölge çal ld ndan ve sonuçta 10
birey için dizi analizi yap ld ndan yöntemin hata pay  % 0.95 olarak
hesaplanm r. DHPLC yönteminin bu genlerin mutasyon taramalar nda optimum
ko ullar sa lad nda, literatürde oldu u gibi güvenilir bir ekilde kullan labilece i
sonucuna var lm r.

     Ülkemizde kal tsal meme/over kanserli olgularda BRCA1/BRCA2 genleri ile
ilgili yap lan sadece belli eksonlar n çal ld  çal malardan birinde 53 ailesel
meme ve/veya over kanseri, 52 erken ya  meme kanseri olmak üzere toplam 105
Türk olgu bulunmaktad r. Bu çal mada BRCA1’in 2, 11, 14, 20. BRCA2’nin 11.
eksonu PTT ya da heterodubleks analizleri ile taranm , biri meme di eri over
kanseri olmak üzere iki hastada BRCA1 5382insC ve her biri farkl  olguda bulunmak
üzere BRCA1 1623delTTAAA, 2139delC, 3819delGTAAA, 247delT, 4508delC,
IVS-14+1delG ve BRCA2 5295insC, 6656delC mutasyonlar  saptanm r (116).
Ba ka bir çal mada 6 kal tsal, 7 ailesel, 27 erken ya  ve 10 erkek olmak üzere
yüksek risk grubu meme ve/veya over kanserli 50 Türk olguda BRCA1 geninin 2, 5,
11, 13, 20, 24. eksonlar  ve BRCA2 geninin 11. eksonlar  taranm , 23 hastada
belirlenen 5 farkl  polimorfizme ek olarak iki bireyin BRCA2 geninde
3034delAAAC ve 6880insG; farkl  iki bireyin BRCA1 geninde de 1201insA ve
2080A-->G mutasyonlar ndan biri saptanm r (117). Her iki gene ait tüm eksonlar n
tarand  çal malar ise çok azd r. Bu yay nlardan birinde, yüksek risk grubu meme
ve/veya over kanseri olan 15 olguda, BRCA1 ve BRCA2 genlerinin tüm eksonlar
PTT ya da CSGE (konformasyona duyarl  jel elektroforezi) yöntemleri kullan larak
taranm  BRCA2 3414delTCAG, BRCA1 5622C-->T ve BRCA1 5382insC
mutasyonlar ndan biri saptanm r (118). Yine ba ka çal mada 15 ailesel, 87 ailesel
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olmayan over kanserli olguda her iki gende PTT yöntemi ile mutasyon tarama
çal mas  sonucunda 17 hastada mutasyon gösterilmi tir (119). Yine ba ka bir
çal mada 87 ailesel meme ve /veya over kanserli olgu DNA dizi analizi yöntemi ile
iki grup halinde çal lm r. BRCA1 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 önceden
rapor edilen genel bir polimorfizm (1093A-->C) bulunmu tur (120).

       Anabilim dal zda daha önce yap lan çal mada, 26 ailesel meme ve/veya over
kanser hastas , 6 bilateral meme kanseri hastas , 3 hem meme hem over kanseri
hastas , 32 erken ya  grubu meme kanseri hastas , 5 erken ya  grubu over kanseri
hastas  ve 3 erkek meme kanseri hastas  olmak üzere toplam 75 hasta DNA’lar nda
her iki genin tüm eksonlar  PTT ve DGGE yöntemleri ile taranm r. Bu genlere ait
biyolojik aç dan önemi tam olarak bilinmeyen yanl  anlaml  mutasyonlar,
polimorfizmler ve intronik bölge de imleri ve ilk olarak saptanan de imler
bulunmu tur (110).

       Literatürde ilk olarak saptanan bu de imlerden birincisi, 39 ya nda meme
kanseri olan hastada BRCA1 geninin 11. eksonunun 05 bölgesinde saptanan
cDNA’da 1657. pozisyonda A-T de imi sonucu protein düzeyinde H513L
de imine neden olan yanl  anlaml  mutasyondur. BRCA1 proteininin 513’üncü
amino asitinin i levsel görevinin tam önemi bilinmemekte ancak proteinin 341 ve
748’inci kodonlar  aras ndaki bölgenin, RAD50 ile etkile ime giren bölge oldu u ve
çift zincir k klar n tamirinde RAD50’nin rol oynad  bilinmektedir. Ayr ca
yap lan ara rmalar beta-tabakas  olu turucu Histidin’in alfa-heliks olu turucu
Lösin’e dönü ümünün negatif bir de ere sahip oldu unu ve bununda non-konservatif
bir mutasyon oldu unun göstergesi olarak kabul edilebilece i bildirilmi tir (110). Bu
mutasyon 150 sa kl  kontrol grubunda taranm  ve hiçbir kontrol bireyde
görülmemi tir. Böylece H513L mutasyonunun protein i levini etkileyen bir
mutasyon olabilece i sonucu ortaya ç km r.

       Literatürde ilk olarak saptanan ikinci de im, 70 ya nda bilateral meme kanseri
tan  alm  hastan n BRCA1 geninin 11. eksonunun 07 bölgesinde H816P
de imidir. cDNA’da 2566. noktada A-C de imi nedeniyle olu an yanl  anlaml
mutasyondur. Yap lan ara rmalar BRCA1’in, 758 ve 1064. kodonlar  aras nda
kalan bölgesinin, DNA çift zincir k klar n tamirinde rol oynayan RAD51, proteini
ile etkile ime giren bölge oldu unu göstermi tir (110). Bu mutasyon 150 sa kl
kontrol grubunda taranm  ve yine hiçbir kontrol birey DNA’s nda gözlenmemi tir.
BRCA1’in 11. eksonu taraf ndan kodlanan amino asitlerle RAD51 geni aras ndaki
etkile imin nas l oldu u henüz bilinmemektedir. Ancak DNA tamirine kar
olu turulacak cevap için oldukça önemli oldu u ve evrimsel süreçde çe itlenme ile
ilgili oldu undan i levsel olarak önemli oldu u dü ünülmektedir.

        Literatürde ilk olarak saptanan üçüncü de im 36 ya nda tan  alm  meme
kanseri hastas nda BRCA1 geninde 16. eksonda c.4849 C-A dönü ümü nedeniyle
olu an S1577Y yanl  anlaml  mutasyondur. Yap lan ara rmalara göre, BRCA1’in
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C-terminal bölgesinde 16-24’üncü eksonlar  kapsayan bölgenin GAL4 DNA
ba lay  domain ile birle erek maya ve memeli hücrelerinde transkripsiyonu aktive
edebilece ini ve Serin-Tirozin de iminin oldukça dü ük bir frekansa sahip oldu u
bildirilmi tir. Ayr ca Serin’in hidroksilik gruplar içeren bir yan zinciri varken,
Tirozinin aromatik halka içerdi i göz önüne al nd nda; S1577Y mutasyonunun
non-konservatif bir mutasyon olarak de erlendirilebilece i ve hastal k yap
etkisinin olabilece i dü ünülmü tür (110). Bu mutasyon da 150 sa kl  kontrol
grubunda görülmemi tir.

       Literatürde ilk olarak saptanan dördüncü de im, 59 ya nda over kanseri tan
alm  ve k zkarde inin k nda da 40 ya nda over kanseri hikayesi olan bir olguda
BRCA2 geninde 9. bölgede G258P yanl  anlaml  mutasyondur. c.1001 A-C
de imi sonucu olu mu tur (110). Bu mutasyon da 150 sa kl  kontrol grubunda
görülmemi tir. Mutasyonla BRCA2’nin 1001’inci pozisyonunda, alifatik yan zincirli
ve polar yap daki Glisin, non-polar yap daki Prolin’e dönü mü tür. Ayr ca yap lan
ara rmalara göre Glisin ile Prolin aras ndaki benzerlik indeksi dü ük oldu undan
non-konservatif bir mutasyon olabilece i dü ünülmü tür.

       Literatürde ilk olarak saptanan be inci de im, 37 ya nda meme kanseri tan
alm  bir olguda BRCA2 geninin 10. eksonunun A bölgesinde olu an S326R yanl
anlaml  mutasyondur. c.1204 A-C dönü ümü ile gerçekle mi tir (110). Bu mutasyon
150 sa kl  kontrol grubunda taranm  ve sonuçda hiçbir kontrol bireyin DNA’s nda
görülmemi tir. Yap lan ara rmalara göre Serin amino asidi hidroksilik gruplar
içeren bir yan zincire sahipken, Arjinin amino asidinin bazik grup içeren bir yan
zincire sahip olmas  ve bu iki amino asitin polar yap da olmas  nedeniyle,
mutasyonun protein yap  ve fonksiyonuna fazla etki göstermeyebilece ini
dü ündürmektedir.

       Literatürde ilk olarak saptanan alt nc  de im, 50 ya nda over kanseri tan
alm  bir olguda BRCA2 geninin 21’inci bölgesindeki E2903K yanl  anlaml
mutasyondur. Bu mutasyon c.8935 G-A dönü ümü sonucu olu mu tur. Bu mutasyon
da 150 sa kl  kontrol grubunda görülmemi tir. Yap lan ara rmalar, BRCA2’nin
2479’uncu ve 3152’inci kodonlar  aras ndaki geni  karboksil bölgesinin, insanla
kemirgenler aras nda %86 benzerli e sahip oldu unu göstermi tir (110). Ayr ca
Glutamik asitin Lösine dönü ümü, konservatif olarak kabul edilmekte olup, iki
amino asit de polar yap dad r. Ancak, Glutamik asit, asidik bir yan zincire sahipken,
Lösin alifatik yan zincire sahiptir. Bu nedenlerle bu mutasyonun da hastal k yap
bir mutasyon oldu u dü ünülmektedir.

       Literatürde saptanan son de im de BRCA2 geninin 18. eksonunun B
bölgesindeki N2742S mutasyonudur. cDNA’da 8453. pozisyonda G-A dönü ümü ile
gerçekle mi tir. Asparajin amino asidi serine dönü mü tür. Asparajin amino asiti
asidik grup içeren yan zincire sahip ve polar yap dad r. Serin amino asiti hidroksilik
grup içeren yan zincire sahip ve polar yap dad r (121). Bu son mutasyon da 150
sa kl  kontrol grubunda taranm  ve sonuçda hiçbir kontrol DNA’s nda
gözlenmemi tir. Mutasyonun biyolojik aç dan tam önemi bilinmemekle birlikte, bu
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iki amino asitin de polar yap da olmas  nedeniyle bu mutasyonun protein yap  ve
levine fazla etki göstermeyebilece i  tahmin edilmektedir.

       Bulunan ilk mutasyonlarla ilgili olarak bu bilgiler bulunmas na ra men yine de
sadece Türk toplumuna özgü bir polimorfizm mi yoksa patolojik bir mutasyon mu
oldu unu belirleyebilmek için sa kl  bireylerde bu mutasyonlar n ara lmas
gerekmekte idi. Bu nedenle bizde bu çal mam zda, bulunan mutasyonlar n Türk
toplumu için polimorfizm mi yoksa yeni bir mutasyon mu olup olmad
saptayabilmek için, ailesinde herhangi bir kanser öyküsü bulunmayan, sa kl
bireylerden olu an 150 bireyin DNA's  DHPLC yöntemiyle analiz edip, de ik
pikler görülen örnekleri dizi analizine ald k. Yapt z analizlerde 150 kontrolde
de iklik saptanmad . Bu çal mam zdan sonra, önceki ara rmada literatürde ilk
defa bulunmu  olan bu mutasyonlar n, Türk toplumunda meme/over kanserleri için
yeni bir hastal k yap  mutasyon olabilece ini söyleyebiliriz. Biyolojik olarak önemi
bilinmeyen bu yanl  anlaml  mutasyonlar için bu a amadan sonra, i leve yönelik
ara rmalar n yap lmas  gerekmektedir. Örne in, mutasyonlar n proteinin hangi

sm na denk geldi i protein fonksiyonlar n bilinmesi aç ndan önemli oldu u
için, konformasyonel protein çal malar  yap labilir.

       Sonuç olarak günümüzde yap lan genetik ara rmalar sonucunda BRCA1 ve
BRCA2 ile ili kili olarak saptanan de novo mutasyonlar n gün geçtikçe artt
dü ünülürse hastal kla ili kili olarak moleküler tarama stratejisinin do ru
tan mlanmas  önem kazanmaktad r. Mutasyon bulunan di er ailelerin fertlerinde de
gerekli çal malar yap lmal r. Bu çal malar n nda hekime bilgi verilmeli ve
bireylere do ru bir ekilde genetik dan ma ile riskler tam aç klanmal r. Ülkemizin
konumu nedeni ile di er kal tsal hastal klarda oldu u gibi kurucu mutasyonlar n
bulunmamas  nedeni ile meme, over, prostat kanserli risk grubunda bu genlerdeki
de imlerin güvenilir bir yöntem olan DHPLC ile taranmas  ve risk belirlendikten
sonra dan ma verilmesi erken tan  ve tedavi için son derece önemlidir. Heterojen bir
toplum olan popülasyonumuzda, bu genlerle ilgili ilk defa görülen yeni
mutasyonlar n bulunmaya devam edilece i göz önüne al nd nda, ara rmalar
yap rken kontrol gruplar n da çal maya dahil edilmesinin yararl  oldu unu
dü ünmekteyiz.
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ÖZGEÇM

       10.11.1983 tarihinde Eski ehir’de do an Tu ba SEMERC , ilkö retimini
1989-1997 y llar  aras nda Adana Cumhuriyet lkö retim Okulu’nda ve Adana
Necdet KAHRAMAN Ortaokulu’nda, lise e itimini ise 1997-2001 y llar  aras nda
Antalya Aldemir Atilla KONUK Anadolu Lisesi’nde tamamlam r. 2001 y nda
girmi  oldu u Ege Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümü Temel ve
Endüstriyel Mikrobiyoloji Ö retim Program ’ndan 2005 y nda mezun olmu tur.
2006 y nda Akdeniz Üniversitesi, Sa k Bilimleri Enstitüsü, T bbi Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dal , T bbi Genetik Yüksek Lisans program na ba lam r. Tu ba
SEMERC ngilizce bilmektedir. Yurt içi kat ld  bilimsel toplant lar unlard r:
I.Ulusal Moleküler Biyoloji ve Genetik K  Okulu 16-19 ubat 2004 stanbul,
II..Uluslararas  Kat ml  Moleküler Tan  ve Uygulamalar  Sempozyumu 10-14
May s 2004 zmir, Biyoinformatik-1 Lisansüstü Yaz Okulu 20-26 Haziran 2004
Antalya, Biyoinformatik-2  Lisansüstü Yaz Okulu 5-21 A ustos 2004 stanbul,
Hücre Kültürü Teknolojisinde Temel Prensipler ve Yapay Organlar 24-26 Kas m
2004 zmir, Adli Bilimlerde Güncel Geli meler 25 Mart 2005 zmir, TS-EN ISO
9001:2000 Kalite Yönetim Sistemi Temel E itimi 14-15 May s 2005 zmir, II.Kök
Hücre Biyolojisinde Güncel Kavramlar ve Klinik Uygulamalar Sempozyumu 7 Eylül
2006 stanbul, III.Kök Hücre Biyolojisinde Güncel Kavramlar ve Klinik
Uygulamalar Sempozyumu 5 Ekim 2007 Ankara, Multidispliner Kanser Ara rma
Sempozyumu 24-27 ubat 2008 Bursa, IV. Ege Genetik Sempozyumu 21 Kas m
2008 Ayd n, Korkut YALTKAYA III. Nörofizyoloji Sempozyumu 21-23 Aral k
2008 Antalya.


