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OZET

BRCA1/2 gen mutasyonlarinin meme kanseri riskini arttirdigi uzun
suredir bilinmekte olup, meme kanseri hastalarinin rutin BRCA taramalarinda
bu genlerin protein kodlayan bolgeleri ve intron-ekzon sinirlarindaki genetik
degisimler arastinimaktadir. Son donemde gergeklestirilen ¢alismalar,
genlerin 3' transle olmayan bolgelerindeki (3'UTR) polimorfizmlerin mikroRNA
(miRNA) baglanma fonksiyonunu etkilediklerini ve hastalarda kanser gelisimi
riskinin belirlenmesinde degerlendirilebilecek  genetik belirtecler
olabileceklerini ortaya koymustur. Bu nedenle ¢alismamizda, ailesel / erken
yas meme kanseri hastalarinda, BRCA1/2 genlerinin 3'UTR ’sindeki risk
faktori olabilecek genetik degisimleri belirlemeyi amacladik.

46 BRCA1/2 mutasyonu tasiyan ve 54 BRCAL1/2 mutasyonu
tasimayan toplam 100 ailesel / erken yas meme kanseri hastasi ve 47
kontrolde BRCAL1 ve BRCAZ2 genlerinin 3'UTR’ leri heterodupleks ve DNA
dizi analizleri ile tarandi. Hastalarin % 27’ sinin BRCAL geninde ¢.*1287C>T
(rs12516), ve hastalarin % 24’ Gnin BRCA2 geninde c¢.*105A>C (rs15869)
polimorfizleri belirlendi. Ayrica, gerceklestirilen Fisher's Exact Test’ i ile
hastalarda BRCA1 mutasyonu ile 3'UTR bdlgesindeki ¢.*1287C>T (rs12516)
polimorfizminin anlamli bir siklikla birlikte goruldugu saptandi (p =0.035).

Bulgularimiz BRCA1 geni 3'UTR ’sindeki c.*1287C>T (rs12516)
polimorfizminin meme kanseri gelisme riskinin belirlenmesinde genetik bir
belirteg olma potansiyelini ve BRCA1 geninin kodlanmayan bdlgelerindeki
genetik varyasyonlarin bu genin fonksiyonunu etkileyerek ailesel / erken yas
meme kanseri gelisme riskini arttirabilecegini destekler niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri- BRCAL - BRCA2 - 3'UTR - SNP — erken
yas — Turkiye



SUMMARY

Evaluation of Genetic Variations In miRNA-Binding Sites Of BRCA1 And
BRCA2 Genes As Risk Factors For The Development Of Early-Onset
And/Or Familial Breast Cancer

Mutations in the BRCA1/BRCAZ2 gene confer a substantial increase in
breast cancer risk, yet routine clinical genetic screening is limited to the
coding regions and intronexon boundaries, precluding the identification of
mutations in noncoding and untranslated regions. Because 3' untranslated
region (3'UTR) polymorphisms disrupting microRNA (miRNA) binding can be
functional and can act as genetic markers of cancer risk, we aimed to
determine genetic variation in the 3'UTR of BRCA1/BRCA2 in familial and
early-onset breast cancer patients with and without mutations in the coding
regions of BRCA1/BRCA2 and to identify specific 3'UTR variants that may be
risk factors for cancer development.

The 3'UTRs of the BRCA1 and BRCA2 genes were screened by
heteroduplex analysis and DNA sequencing in 100 patients from 46
BRCAL1/2 families, 54 non-BRCA1/2 families, and 47 geographically matched
controls. SNPs ¢.*1287C>T (rs12516) (BRCA1) and c.*105A>C (rs15869)
(BRCA2) were identified in 27% and 24% of patients, respectively. These 2
variants were also identified in controls with no family history of cancer
(23.4% and 23.4%, respectively). In addition, there was a statistically
significant relationship between the BRCA1 gene polymorphism ¢.*1287C>T
(rs12516) and BRCA1 mutations (p=0.035) by Fisher’s Exact Test.

We suggest that, SNP ¢.*1287C>T (rs12516) of the BRCAL gene may
have potential use as a genetic marker of an increased risk of developing
breast cancer and likely represents a non-coding sequence variation in
BRCAL1 that impacts BRCAL function and leads to increased familial and/or

early-onset breast cancer risk in the Turkish population.



Key Words: Breast cancer - BRCAL - BRCA2 - 3’'UTR - SNP - early onset -
Turkey



GIiRIS

Meme kanseri, dunyada kadinlar arasinda en sik gdzlenen kanser turu
olup kadin kanser 6lumlerinin basinda gelmektedir (1). GUnumuzde yaklagik
8 kadindan 1" i ( % 12) meme kanserine yakalanmaktadir (2). Meme kanseri
vakalarinin % 5 — 10’ unun genetik degisimler ile iligkili olduguna inanilmakta
ve bu vakalarda 30 yas 6ncesi meme kanserine yakalanma sikhdr % 25 e
ulagmaktadir (3).

Genetik degisimlerden kaynaklanan meme kanseri vakalarinin buyuk
bir gogunlugu kromozom 17q12-21’da yer alan BRCAL(Breast Cancer
Susceptibility-meme kanseri yatkinlik-1) ve kromozom 13g12-13’te yer alan
BRCA2(Breast Cancer Susceptibility-meme kanseri yatkinlik-2) genlerindeki
kalitsal mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (4, 5). Bu genlerdeki mutasyonlar
tim meme kanserlerinin % 2 — 3’ inln ve ailesel meme kanserlerinin % 30 —
40’ inin olusumundan sorumludurlar (6, 7). Bu genlerdeki mutasyonlarin
belirlenmesi bireylerde meme kanseri riskinin azaltiimasi ile ilgili stratejilerin
ve uygun tedavisi yontemlerinin geligtiriimesi igin yarar saglamaktadir (8).
Ancak, bazi hastalarin BRCA1/2 mutasyonu taramalarinda herhangi bir
genetik degisim belirlenmemesine ragmen uygulanan tedavi yontemlerine iyi
yanit vermedikleri bilinmektedir (9). Gunumuze kadar BRCA1/2 genlerinin
genetik taramalarinda vyalnizca bu genlerin protein kodlayan bdlgeleri
arastinlmistir. Ancak, son yillarda genlerin 3'UTR(Untranslated region-
okunmayan bolge) bdlgelerine eslenik olarak baglanarak, mMRNA
ekspresyonunu post transkripsiyonel asamada kontrol eden miRNAlarin,
protein ifadesinin duzenlenmesindeki o6nemi ortaya konmustur (10, 11).
BRCA1/2 genlerinin 3'UTR bdlgelerinde meydana gelen genetik degisimler
miRNA'’ larin bu bdlgeye farkl afinitelerle baglanmasina ve sentezlenen
proteinin ifadesinin degdismesine yol agmakta bdylece hastanin uygulanan
tedaviden fayda saglayamamasina sebep olmaktadirlar (12). Cesitli
populasyonlarda gergeklestirilen arastirmalarda, bu genlerin  miRNA

baglanma bdlgelerinde meydana gelen tek nukleotid degisimleri gosterilmistir



(10, 13 - 17). Ancak, Turk populasyonunda BRCAL1/2 genlerinin 3'UTR
bolgelerindeki genetik degdigsimleri arastiran bir calisma literatirde yer

almamaktadir.

Meme Kanserinin Toplumdaki insidansi

Dinya Saglhk Orguti (WHO)' nun 2012 yilindaki istatistiklerine gére
kardiyovaskuler hastaliklardan sonra, dinya genelinde en sik &limle
sonuglanan vakalar kanser vakalaridir (18). 2012’ de yaklasik 14.1 milyon
insan kansere yakalanirken, 8.2 milyon hasta bu nedenle hayatini
kaybetmistir (18). Meme kanseri diinyada en sik gorilen 2. kanser tartdur.
Ancak, son yillarda, bu kanser turtintn akciger kanserini de gecerek, yaklasik
% 25 gorulme orani ile kadinlarda en sik rastlanilan ve en sik 6lime yol agan
(1700000/522000) kanser turt oldugu belirlenmistir (18, Sekil-1).
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Sekil-1: Tedavi edilmeyen meme kanserlerinde sagkalim suresi (250 vaka) (19).

T.C. Saghk Bakanhgr nin 2008 yilinda gercgeklestirdigi istatistiksel
analizlerde, meme kanserinin Tlrkiye’ de de kadinlarda en sik karsilasilan
kanser tlrG oldugu belirlenmistir (20). Son yillarda meme kanseri tedavisi ile
ilgili arastirmalarda ilerleme kaydedilmis olmasina ragmen, 2012 yih
istatistiksel verilerine gore, 2008 yilina kiyasla meme kanserine badli
olumlerin % 14 oraninda arttigi gértulmektedir (21). Bu nedenle, meme

kanseri tedavisinde basarinin arttirilabilmesi icin bu hastaligin olusum



mekanizmasinin daha iyi anlasilmasi ve alternatif tani-tarama metotlarinin

geligtiriimesi 6nem tagimaktadir.

Meme Kanseri Tedavisinin Gegmisgi, Buglinui ve Gelecegi

Meme kanseri MO 16. ylizyildan beri bilinmekte olup, bu hastalik ilk
kez Edwin Smith’in cerrahi papirtisinde, erkek bir meme kanseri hastadan
bahsedilerek tum klinik 6zellikleri ile tarif edilmekte ancak bu hastalik icin bir
tedavi yonteminin bulunmadigi ifade edilmektedir. Daha ileriki yillarda en
onemli cerrahlardan biri olan Leonides (MS100) tarafindan ilk meme kanseri
mastektomisi  gergeklestiriimistir.  Gladyatérlerin  bashekimi ve Roma
Imparatorlu saray hekimi olarak taninan Galen (MS 129) ise, memede
yengece benzer bir tUmord tanimlamis ve bu hastalik igin sonraki yuzyillar
boyunca kaynak olarak kullanilan tedavi yaklagimlarindan bahsetmistir.
Ayrica, ilk kez 1757 yilinda fransiz hekim Henri Francois Le Dran tarafindan,
meme kanserinin lokal bir hastalik olarak bagladigi, ilerledik¢e koltuk alti lenf
bezlerine ve buradan da yayilarak genel dolagsima gecgerek uzak organlara
yayildigi ifade edilmis ve 1894’ te, Amerikali cerrah William Stewart Halsted
tarafindan ilk mastektomi yapilarak, 50 vakalik radikal mastektomi serisi ile
meme cerrahisinin temeli atilmistir. 1970’ li yillara gelindiginde ise Fisher ve
arkadaglarinin meme kanseri ile ilgili olarak ortaya attigi sistemik hastalik
hipotezi kabul gdrmeye baslamistir (22).

GunUmuze kadar gegen zaman zarfinda bircok kanser tira ile ilgili
bilgilerimiz artmig, cerrahi tedavi, radyoterapi ve kemoterapide saglanan
basarida 6nemli artis saglanmigstir (21). Bununla birlikte, bugliine kadar meme
kanserinin etiyolojisi, gelisimi, tan1 ve tedavi yaklagsimlari agisindan sahip
olunan bilgi birikimi diger bircok kanser turG ile ilgili bilgilerimizden daha
fazladir (21). Bu bilgi birikiminin klinik uygulamalara yansimasi 2 ana baglikta
aciklanabilmektedir.

ilk olarak son dénemde meme kanserleri de dahil olmak tizere bircok

kanser turu ile ilgili olarak gergeklestirilen arastirmalar sonucunda gelistirilen



kisiye 0Ozel tedavi yaklasimlari, kullanilan konvansiyonel kemoterapi
ajanlarina ciddi bir alternatif olusturmaktadir (23, 24). Glncel meme kanseri
tedavisinde kullaniminin yayginlagsmasi ile klinik uygulama 6nemli yer edinen
bu yaklasim sayesinde, hastalarin tedavi komplikasyonlarinda azalma
gozlenirken, sagkalim oranlarinda artis oldugu ve uygulanan tedavi
maliyetlerinin azaldigi gorulmektedir (25). Bu nedenle, meme kanserinin
olusumunda ve gelisiminde rol oynayan genlerin ve bu genlerin rol oynadigi
molekuler sinyal yolaklarinin aydinlatilmasina yonelik olarak gergeklestirilen
arastirmalarin, bu hastaligin kisiye 6zgu tedavi yaklasimlari ile tedavisinde
saglanan basariyi arttiracagina inaniimaktadir (25).

ikinci olarak, meme kanseri hastalarinda gerceklestirilen genetik
analizler sonucunda, bu hastalarin %10’ luk bir kisminin kalitsal 6zellik
tasidigl, %25 inin ise geng yasta ortaya giktigi belirlenmistir (3). Ozellikle
hastaligin ailesel olarak kalitildigi saptanan hastalarda genetik arastirmalarin
yapllmasi hasta i¢in uygun tedavi yaklasiminin belirlenmesi ve sonraki
nesildeki bireylerin hastalik riskinin ortaya konmasi agisindan Onem
tasimaktadir (26).

Her ne kadar mevcut gelismelerle meme kanserinin tedavisinde
saglanan basarida ilerleme kaydedilmis olsa da, gunumuzde bu hastalik
halen kadinlarda en sik rastlanan ve olum orani yuksek olan bir kanser
taraddar. Bu nedenle, bu hastaligin daha iyi anlagilmasina ve tani ve
tedavisindeki basariyr arttiracak yontemlerin  geligtiriimesine ihtiyac

duyulmaktadir.

Meme Kanserinin Siniflandiriimasi

Meme kanserinin siniflandiriimasi ve tedavisinde yaygin olarak kabul
goren yaklagsim klinik ve patolojik evrelemedir. 1942’ de Pierre Deroix
tarafindan tumor boyutu, lenf nodu ve uzak metastaz durumu gibi morfolojik
Ozellikler  dikkate alinarak ik  Tumor-Nod(lenf)-Metastaz ~ (TNM)

siniflandirmasini  gergeklestirdi. Daha sonra, Pierre Deroix’ in TNM



siniflandirma yonteminden yararlanilarak, 1958 yilinda, Ulusal Kanser Birligi
tarafindan yeni bir TNM temelli meme kanseri siniflandirmasini olugturuldu.
1977’ de, Amerikan Kanser Birligi Komitesi (AJCC) kendi TNM temelli
siniflamasini yayinladi. 1987’ de ise, Ulusal Kanser Birligi ve AJCC’ nin
olusturduklari TNM siniflandirmasi arasindaki farklar ortaya konularak ortak
bir siniflandirma yayinlandi. Son baskisi AJCC tarafindan 2012" de
yayinlanan TNM siniflandirmasi, ginimizde meme kanserinin prognoz ve
tedavi planinin belirlenmesinde en yaygin siniflandirma olarak kabul
edilmektedir (27, Tablo-1).

Meme Kanserinde TNM Evrelemesi

Primer TUmor (T)

Patolojik ve klinik siniflamalarda primer timoér ayni sekilde
tanimlanmaktadir. Tamoér boyutu dlgimia  fizik muayene ile yapildiysa,
siniflamada T1, T2 veya T3 ana gruplari, mamografik veya patolojik olarak
yapildiysa T1" in alt gruplarn kullanilmaktadir. Primer timore yapilan

siniflandirma agagidaki gibidir.

- TX : Primer timor saptanamamaktadir
- TO : Primer timor yok
- Tis : Karsinoma in situ

- Tis(DCIS) : Duktal karsinoma in situ
- Tis(LCIS) : Lobuler karsinoma in situ
- Tis (Paget): Meme basinin kitlesiz Paget hastaigi  (TUumér olan Paget

hastaliginda siniflama, timaértin boyutuna goéredir.)

- T1 : TUmorin en buyudk boyutu 2 cm veya daha az
- Tlmic : En blyuk boyutu 0.1 cm veya daha az olan mikroinvazyon,
- Tla . En buyuk boyutu 0.1 cm.den buyidk olan ancak 0.5 cm.yi

gegcmeyen tumor
- Tib : En blylUk boyutu 0.5 cm.den buyuk olan ancak 1 cm.yi

gecmeyen tumor



- Tilc : En buylk boyutu 1 cm.den buyluk olan ancak 2 cm.yi

gegmeyen tumor

- T2 . En buylk boyutu 2 cm.den buyuk olan ancak 5 cm.yi
gecmeyen tumor

- T3 : En buyuk boyutu 5 cm.den blyuk olan tumor

- T4 : Herhangi bir boyutta ancak (a) gdégus duvarina veya (b) cilde

direkt yayilim mevcut

- T4a : Pektoral kasa ulasmamis gogus duvari yayilimi

- T4b : Meme cildinde 6dem (peau d'orange da dahil) veya
ulserasyon, veya ayni memede satellit deri nodulleri T4c T4a ve T4b
birlikte

- T4d . Enflamatuar karsinom

Bolgesel Lenf Nodulleri (N)

Klinik Siniflama:

- NX : Bolgesel lenf nodlari saptanamamaktadir (6rn. daha once
cikartiimig)

- NO : Bolgesel lenf nodu metastazi yok

- N1 : ipsilateral lenf nod(lar)inda metastaz (fikse degil)

- N2 . Fikse veya gruplasmis ipsilateral aksiller lenf nodlarinda

metastaz veya Kklinik olarak belirgin (aksiller lenf nodu metastazi
olmadigi durumlarda klinik olarak belirgin ipsilateral internal mammaryal
nodlarinda metastaz)

- NZ2a . Birbirlerine veya cevre dokulara fikse ipsilateral aksiller lenf
nodlarinda metastaz

- N2b : Sadece Klinik olarak aksiller lenf nodu metastazi olmadiginda
klinik olarak belirgin (ipsilateral internal mammaryal nodlarda metastaz
oldugunda)

- N3 . Aksiller lenf nodu tutulumu olsun ya da olmasin ipsilateral

infraklavikular lenf nod(lari) metastazi veya klinik olarak belirgin



(ipsilateral internal mammaryal lenf nod(lar) metastazi ile birlikte klinik
olarak belirgin aksiller lenf nodu metastazi; veya aksiller ya da internal
mammaryal lenf nodu metastazi olsun ya da olmasin ipsilateral
supraklavikular lenf nod(lari) metastazi

- N3a  Ipsilateral infraklavikular lenf nod(lar)inda metastaz

- N3b . Ipsilateral internal mammaryal lenf nod(lar)inda veya aksiller
lenf nod(lari)nda metastaz

- N3c - ipsilateral supraklavikiiler lenf nod(lari)nda metastaz

Patolojik Siniflama (pN)a:

Patolojik Siniflama sentinel lenf nodu diseksiyonu uygulanan veya

uygulanmayan aksiller lenf nodu diseksiyonuna gore yapiimaktadir

-pNX : Bolgesel lenf nodlari saptanamamakta (6rn. patolojik inceleme igin
daha once gikartilmig veya ¢ikartiimamig)

- pNO . Histolojik olarak bdlgesel lenf nodu metastazi olmayan, izole
tumor htcreleri(ITH) icin ek inceleme yok

- pNO(i-) : Histolojik bolgesel lenf nodu metastazi yok, negatif IHK

- pNO(i+) : Histolojik bodlgesel lenf nodu metastazi yok, pozitif IHK, 0.2
mm.den genis IHK kiimesi yok

- pNO(mol -): Histolojik bolgesel lenf nodu metastazi yok, negatif molekuler
bulgular (RT-PCR)b

- pNO(mol+): Histolojik bolgesel lenf nodu metastazi yok, pozitif molekuler
bulgular (RT-PCR)b

- pN1 : 1-3 arasi aksiller lenf nodlarnda, ve/veya internal mamaryal
nodlarda sentinel lenf nodu diseksiyonu ile saptanan mikroskopik
hastalikla birlikte metastaz, fakat klinik olarak belirgin degil

- pN1mi : Mikrometastaz ( 0.2 mm.den gens, 2.0 mm.den genis degil)

- pNla : 1-3 adet aksiller lenf nodunda metastaz



pN1b : Sentinel lenf nodu diseksiyonu ile internal mammaryal
nodlarda mikroskopik hastalik olarak saptanan metastaz, fakat klinik
olarak belirgin degil

pN1lc : 1-3 adet aksiller lenf nodunda ve internal mammaryal nodlarda
sentinel lenf nodu diseksiyonu ile mikroskopik olarak saptanan metastaz,
fakat klinik olarak belirgin dedgil .

pN2 . 4-9 aksiller lenf nodunda metastaz, veya aksiller lenf nodu
metastazi olmadiginda internal mammaryal lenf nodlarinda klinik olarak
belirgin metastaz

pN2a : 4-9 aksiller lenf nodunda metastaz (2.0 mm.den buylk en az
bir timaor odagi)

pN2b . Aksiller lenf nodu metastazi yokken, internal mammaryal lenf
nodlarinda klinik olarak belirgin metastaz

pN3 : 10 veya daha fazla aksiller lenf nodunda, veya infraklavikuler
lenf nodlarinda, veya 1 ya da daha fazla aksiller lenf nodu pozitif
oldugunda klinik olarak belirgin ipsilateral internal mammaryal lenf
nodlarinda metastaz; veya internal mammaryal lenf nodlarinda Kklinik
olarak negatif mikroskopik metastazla birlikte 3’ ten daha fazla aksiller lenf
nodunda metastaz; veya ipsilateral supraklavikiler lenf nodlarinda
metastaz

pN3a : 10 veya daha fazla aksiller lenf nodunda metastaz (2.0
mm.den bUyUk en az bir tumoér odagdi), veya infraklavikuler lenf nodlarina
metastaz

pN3b : 1 veya daha fazla pozitif aksiller lenf nodu variginda klinik
olarak belirgin ipsilateral internal mammaryal lenf nodu metastazi; veya
sentinel lenf nodu diseksiyonuyla saptanan fakat klinik olarak belirgin
olmayan mikroskopik hastalikla birlikte 3 veya daha fazla aksiller lenf
nodunda veya internal mammaryal lenf nodlarinda metastaz.

pN3c . ipsilateral supraklavikiiler lenf nodlarinda metastaz



Uzak Metastaz (M):

MX

MO
M1

: Uzak metastaz bulunamiyor
: Uzak metastaz yok

: Uzak metastaz var (TUmorun oldugu tarafta supraklavikuler

lenf nodlari ve kargi memenin bolgesel lenf nodlarina metastazlar dahil)

Histopatolojik Grade(G):

Meduller karsinom disinda, invaziv lobuler ve musindz karsinomlar da dahil

olmak Uzere tim invaziv meme kanserleri derecelendiriimektedir.

Gx
Gl
G2
G3
G4

: Degerlendirilemiyor

 lyi diferansiye

: Orta derecede diferansiye
: K6th Diferansiye

- indiferansiye

Reziduel Tumor (R):

Hastada kuratif amaclh tedaviden sonra kalan timor (6rn. Kir igin cerrahi

rezeksiyon) R siniflamasi adi altinda bir sistemle siniflanmaktadir.

RX
RO
R1
R2

: RezidU tumor varhigr gosterilememektedir
: RezidU tumar yok
: Mikroskopik rezidu tumor

: Makroskopik rezidu timor



Tablo-1: Meme kanserinde TNM Evrelemesi (AJCC Meme Kanseri Evreleme:7. Baski)

Evre T N M
Evre 0 Tis NO MO
Evre 1A T1* NO MO

TO N1mi MO
Evre 1B T1* NLmi MO
TO N1** MO
Evre 1A T1* N1** MO
T2 NO MO
T2 N1 MO
Evre IIB T3 NO MO
TO N2 MO
T1* N2 MO
Evre 1A T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
T4 NO MO
Evre IlIB T4 N1 MO
T4 N2 MO
Evre IlIC Herhangi bir T N3 MO
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N M<1/td>

WHO 2012’ ye Gore Meme Kanserinin Histolojik Siniflandirilmasi

Son yillarda, meme kanserinin biyomolekuler belirtecleriinin ve gen
ekspresyon profilinin arastirildigi ¢ok sayida calisma gergeklestirilmigtir.
WHO, 2012 de vyayinladigi meme kanseri siniflandirmasinda klasik
morfolojik dederlendirmenin yanisira, bu gine kadar belirlenen genetik ve
molekller meme kanseri belirteclerinden de yararlanmistir. WHO’ nun 2012’
de yayinladigi meme kanseri siniflandirmasi agagida belirtildigi gibidir (18).

- Epitelyal TUmorler

o Mikroinvazif Karsinoma
- Invazif Meme Kanseri

o Non-spesifik tip invazif karsinoma

= Pleomorfik karsinom
= Osteoklast benzeri stromal dev hucreli karsinoma
» Koryokarsinomatoz ozelikli karsinoma
» Melanotik 6zellikli karsinoma
o Invazif Lobiiler Karsinoma

= Klasik lobuler karsinoma
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= Solid lobuler karsinoma

= Alveolar lobuler karsinoma

» Pleomorfik lobuler karsinoma

= Tubulolobller karsinoma

* Mix lobuler karsinoma
Tabuller karsinoma
Kribriform Karsinoma
Musin6z karsinoma
Meduller 6zellikli karsinoma

= Medduller karsinoma

» Atipik meduller karsinoma

= Medduller 6zellikli Non-spesifik tip invazif karsinoma
Apokrin diferansiasyonlu karsinoma
Tasli yuzuk diferansiasyonlu karsinoma
invazif mikropapiller karsinoma
Non-spesifik tip metaplastik karsinoma
Nadir tipler
Epitelyal-myoepitelyal timorler

» Pleomorfik adenom

= Adenomyoepitelyoma

» Adenoid kistik karsinom
Preklrsor lezyonler

= Duktal karsinoma in situ

= Lobuler neoplazi

e Lobuler karsinoma in situ
o Atipik lobuler hiperplazi

intraduktal proliferatif lezyonlar
Papiller lezyonlar
Benign epitelyal proliferasyonlar
Mezenkimal Tumorler
Fibroepitelyal timarler

Nipple timorleri
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o Malign lenfoma

o Metastatik timorler

Klasik histopatolojik ve klinik parametrelerle degerlendirilen hastalarda
prognoz tayini ve tedavi planlamasinda goreceli olarak basari saglaniyor olsa
da, tumoarlerin buyldk bir gogunlugu heterojen yapida oldugundan, yapi ve
fonksiyon acisindan karmasik ozellikler gostermektedirler (28, 29). Ayrica,
timorlerde goérulen genetik ve fizyolojik farkliliklar, hastalarin uygulanan
tedavilerden saglayacagdi vyararin 6ngorulmesini zorlastirmaktadir (29).
Gunumuzde gergeklestirien c¢alismalar, yakin gelecekte hastalarin
prognozunda ve uygun tedavi yonteminin tayininde tumorlerin genetik ve
molekuler 6zelliklerinden etkin birsekilde yararlanilacagini géstermektedir (30
- 34). Gunumuze kadar gerceklestirilen gen ekspresyonu analizleri, meme
kanserlerinin  farkli molekuler o6zelliklerine gbére heterojen gruplara
ayrilabilecegini ortaya koymustur (30). 2000 yilinda, Perou ve arkadaslari
tarafindan gergeklestirilen bir hiyerarsik kimeleme c¢alismasi sonucunda,
meme kanserlerinin, luminal, bazal benzeri, normal benzeri ve HERZ2’
den(Human epidermal growth factor receptor-2) zengin olmak Uzere dort
temel alt tipi oldugu ifade edilmigtir (35). Daha sonraki arastirmalarda normal
benzeri alt tipi normal siniflamadan ¢ikariimis ve luminal tip meme kanserinin
Luminal A ve Luminal B olmak Uzere prognostik 6neme sahip iki farkh tipinin
oldugu belirlenmigtir (34, 36, 37). Daha ileriki donemde gergeklestirilen
calismalarda ise, interferon zengin, klaudin-dusuk, molekuler apokrin gibi

yeni alt tipler tanimlanmistir (36, 37 — 40, Sekil-2).
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Luminal

IDC Osteoklastik

Noroendokrin

Misintz
HER2
Tubialar

Klasik ILC
Mikropapiller Aolekiller apokrin
Apokrin

Pleomerfik ILC Bazal benzeri

Adenoid kistik
Medular

Metaplastik Klaudin-diigiik

Sekil-2: Meme kanserinin dzel tipleri ve molekduler alt tipleri
(IDC:lInvasive ductal carcinoma, ILC:invazive lobuler carcinoma,HER2: Human

epidermal growth factor receptor-2)

GUnumuzde ise, meme tumorlerinin gen ekspresyon profillerinin
belirlenebilmesi ile ilgili teknolojilerdeki gelismeler sonucunda, hiyerarsik
kimelerin  timoérin siniflandinimasinda  yetersiz  kaldigi  durumlarda,
prognozda olduk¢a yarar saglayan bireye o6zgu tumor tiplendiriimesinde
onemli gelismeler kaydedilmektedir (37). Bu konuda suregelen galigsmalar
sonucunda, bugline kadar meme kanseri Uzerindeki etkisi belirlenen gen
gruplarini degerlendirerek analiz yapabilen, oncotype Dx, MammaPrint,
Genomic Grade index PAM50(ROR-S), Breast Cancer index, EndoPredict
gibi testler gelistirilmistir. Ancak, tumor tiplendirmesinde yaygin olarak
kullanilan patolojik biyobelirteglerin, immunohistokimyasal yontemler ile
belirlenen protein ekspresyon seviyeleri ile molekuler biyolojik yontemlerle
belirlenen gen ekspresyon seviyeleri birbirine benzerlik gdsteriyor olmasina
ragmen, zaman zaman tumorlerin protein ve gen ifade seviyeleri arasinda
farklilklar oldugu da go6zlenmektedir (41, 42). Molekuler biyolojik
yontemlerde gen ekspresyon profillerinin analiz edilmesi,
immuanohistokimyasal yontemlere goére daha pahali olmasi ve Klinik

uygulamalar igin daha ileri arastirmalar gerektirmesi nedeniyle, ginimuzde
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tumorlerin siniflandirimasinda immuanohistokimyasal yontemler kullaniimaya
devam edilmektedir (43). Her ne kadar, 2011 St Gallen konsensusunde bazi
endikasyonlar disinda timor tiplendirmesinde gen ekspresyon profillerinin
degerlendiriimesine gerek duyulmadigi kararlastirilmis olsa da, biyomolekuler
ve genetik arastirmalar ile timor tiplerine ait yeni alt siniflar ve bu siniflarin
molekuler ozellikleri tanimlanmaya devam edilmektedir.

2011 St Gallen konsensusunde, guncel klinik uygulama ile uyumlu
olarak ER(estrogen receptor), PR(progesterone receptor),HER2 ve Ki67
protein seviyeleri de degerlendirilerek, Luminal A Luminal B, basal benzeri
ve Erb-B2 overeksprese olmak Uzere 4 ana alt tip belirlenmistir. Ayrica, 2011
St Gallen konsensuslinde belirlenen 4 ana alt tip, yakin zamanda
gerceklestiriien en o6nemli multidisipliner calismalardan birisi olan “The
ta da onaylanmistir (44). 2011 St Gallen
konsensusunde belirlenen immuanohistokimyasal siniflandirma asagidaki
gibidir;

- Luminal A : ER velveya PR (+) olup HER2 (-) tir. Ki67 de dusuktir
(<%14)
- Luminal B
o Luminal B (HER2 negatif): ER ve/veya PR (+) olup HER2 (-) tir.
Ki67 dlzeyi yluksektir.

o Luminal B (HER2 pozitif): ER ve/veya PR (+), herhangibi bir Ki67

dizeyi, HER2 duzeyi yuksek

Cancer Genome Atlas

- Erb B2 overeksprese olan (HER2 (+) —luminal olmayan-) : HER2
yuksek, ER ve PR yok.
- Bazal benzeri: ER,PR,HER2 (-)

Tum alt gruplar arasinda en yaygin gorulen ve nihai/hastaliksiz
sagkalimin en iyi oldugu grup Luminal A grubudur (45). Bu grupta siklikla
PIK3CA mutasyonu ve yuksek seviyede RB1 ve cmy-B ekspresyonu
gOrulmektedir (44). Luminal B grubu ise, Luminal A grubuna gére daha kotu
prognozlu bir alt grup olup bu timoérlerde PIK3CA'da mutasyon gorulme orani

disuk, TP53’te mutasyon gorulme orani ise yuksektir. Ayrica Luminal B’nin
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alt tipleri arasinda FOXM1, cMYC ve RPPA ekspresyonlarinin da yuksek
goruldugu belirtiimektedir (44). En kota prognozlu olan alt tip Bazal benzeri
alt tipidir. Bu tumorler, erken tani yasi, tani anindaki tumor boyutunun buyuk
olmasi ve yuksek histolojik evre ile karakterizedirler. TP53 mutasyonlarinin
en sik, PIK3CA mutasyonlarinin ise en az goruldugu tumorler bazal benzeri
timorlerdir (44). Ayrica, kétlu prognozlu bazal benzeri timdrlerde BRCA1
geni mutasyonlari ve dusik ER ekspresyon seviyesi de gorulebilmektedir
(37). ErbB2 (HERZ2) overeksprese grupta bazal benzeri gruba benzer sekilde
kot prognoza sahiptir (45). Bu tumorlerde HER1 ve HER2
protein/fosforprotein ekspresyonu seviyesi karakteristik olarak yuksektir.
Bununla birlikte TP53 ve PIK3CA mutasyonlarinin gérulme orani fazladir. En
kisa nihai/hastaliksiz sagkalim orani, Bazal benzeri ve ErbB2 overeksprese
gruplarda gorulmektedir (34 , 37, 45, 46). Buna karsin ErbB2 ve bazal
benzeri gruplarin KT’ den sagladiklari yarar luminal tiplerin sagladiklari
yarardan belirgin sekilde ylksektir (47). Bazal benzeri gruptaki hastalarin
uzak metaztaz potansiyeli en yuksek, Luminal B grubundaki hastalarin orta

dizeyde, Luniman A grubundaki hastalarin ise duguk duzeydedir (34, 37).

Meme Kanserinin Olusumunda Rol Oynayan Genetik Faktorler

Meme kanseri, hicre ¢ogalmasi ve gelisiminde rol oynayan sinyal
yolaklarinda ¢ok adimli olarak gerceklesen genetik degisimler sonucunda
ortaya cikmaktadir. Meme kanseri olusumunda rol oynadigi belirlenen en
onemli genetik degdisimler, Ras-Raf-MAP Kinaz, PI3K-Akt ve JAK-STAT
sinyal yolaklarinda ig goren proto-onkogenlerin onkogenlere doénusmesi,
steroid hormon reseptorlerinin asiri ekspresyonu ve TP53, PTEN, FHIT ve
RB1 gibi tumor baskilayici genlerin sessizlesmesidir (48). Bu genetik
degisimler sporadik olarak tumor dokusundaki kanser hucrelerinde
g6zlemlenebildigi gibi, yaklasik % 5- 10 oraninda gdzlenen ailesel meme
kanserlerinde, germ hicrelerinde de gdzlenebilmektedir (48). Bununla birlikte
ailesel meme kanserlerinin buyuk bir cogunlugu DNA tamir mekanzimasinda

rol oynayan genlerin ifadesinde meydana gelen dedgisikliklerden
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kaynaklanmakta  olup  sporadik meme  kanserinden  morfolojik,
immunofenotipik  ve molekuler  ozellikleri acisindan  farkhliklar
gOstermektedirler (49, 50).

Ailesel ve/lveya Erken Yag Meme Kanserinin Molekililer Mekanizmasi

Hiicre Donglisu’niin Kontrolli, DNA Tamir MeKanizmalari

Hucre bolinmesi sirasinda DNA’ nin yavru hlcrelere hasarsiz olarak
aktarilabilmesi icin, hicreler, DNA’ da olusan hasarlari taniyip onarimini
saglayan enzim sistemlerine sahiptirler. Hucre dongusunun saglikli bir
sekilde ilerlemesi, bir basamagin baglamasindan once, bir dnceki basamagin
tamamlandigini kontrol eden denetim noktalar tarafindan denetlenerek
saglanmaktadir. Hucre donglsu kontrol noktalarinin herhangi birinde DNA’
da bir hasar saptanirsa hucre dongusu durdurulmakta, boylece DNA tamiri
icin gerekli stre saglanmakta ve DNA onarim enzimlerinin sentezi
arttinlmaktadir. Hucre dongusu kontrol noktalarinda, DNA hasarini
tanimaktan sorumlu olan enzimler, Ataxia Telengiectasia Mutated (ATM) ve
Atm and Rad-3 Related (ATR) proteinleridir. ATM ozellikle iyonize
radyasyona maruziyet sonucu olusan ¢ift zincir kiriklarini tanirken, ATR, ¢ift
zincir kiriklarinin taninmasinda destekleyici rol ustlenmenin yani sira UV
hasarlari sonucunda DNA tipkiyapiminin durmasina yol agan hasarlar
tanimaktadir. Hucrelerin buyuk bir kismi birisi ge¢ G1’' de ve digeri ge¢ G2’
de olmak Uzere en az 2 denetim noktasina sahiptir. Ge¢ G1’ de bulunan
denetim noktasi hiicresin S evresine girisini durdururken, ge¢ G2’ de bulunan
denetim noktasi hucrenin mitoza girigini onlemektedir (51). Ayrica, daha az
arastirlmis olmakla birlikte hdcreler, kizildtesi isinlar (IR) tarafindan
indiklenen DNA hasarlari tarafindan S evresi kontrol noktasinda da
durdurulabilmektedir. S evresi kontrol noktasi ATM proteini tarafindan
aktiflenen 2 farkh sinyal yoladi tarafindan susturulabilmektedir. ik yolakta
ATM Chk2’nin aktiflenmesini saglamakta ve Cdc25a araciligi ile Cdk2/Cyclin

E kompleksinin susturulmasini ve hicre dbénglsunin S evresinde
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durdurulmasini saglamaktadir (52). ikinci yolakta ise, ATM, Cdc25A’ dan
bagdimsiz olarak Nibrin (NBS1), Breast Cancer 1 (BRCAl) ve Structural
Maintenance of Chromosomes 1A (SMC1) proteinlerini aktifleyerek hucre
dongusini S evresinde durdurmaktadir. Bu proteinleri kodlayan genlerin
herhangi birinde meydana gelen mutasyonlar, S evresi kontrol noktasinin
etkisi hale gelmesine yol acarak kanserlesmeye sebep olmaktadirlar (53,
Sekil-3).

B
DNA hasart DNA hasar1
e Tpd i DA nd by e DA paiied iy
ATMT | AIRT ATM 1 ATR 1
Chki Cchi2p Chiki? chiof
NBS | BRCAI | SMC1 NBs7  BRCAI| ) SMC]
\_/
Cdc25a 1 Cdc25a 1
( ) Cdk2 1

Sekil-3: BRCAL’ in hicre donglsl kontrollindeki roli. A: BRCAL’in hiicre dénglsinu S
evresinde durdurmasi B: BRCA1 mutasyonu sonucu hiicre dongusu kontroliinin énlemesi.

Genetik kararlihgin surdurtlebilmesi igin, DNA’ yi yiksek dogrulukta
kopyalamayi saglayan mekanzimalarin yani sira DNA’ da spontan olarak
olusabilen hasarlarin onarimini saglayan DNA tamir mekanizmalari
bulunmaktadir. Isi, metabolik kazalar, c¢esitli tiurde radyasyon ve cevresel
maddelere maruz kalinmasi sonucunda hucre DNA'’ sinda siklikla gelisiguzel
degisimler olusmakta ancak DNA tamir mekanizmalarinin etkinligi sonucunda
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bu degisimler nadiren kalici mutasyon olarak sonuglanmaktadir. Bu nedenle
insanlarda DNA onarim kapasitesinin azalmasi hucrelerde kalici
mutasyonlarin olusma riskinin artmasina, genomik kararsizliga ve kanser
olusumuna sebep olmaktadir.

DNA hasarlarinin en yikici sekli, DNA c¢ift zincir kiriklaridir. Bu
hasarlarin onariminda gergeklesen hatalar kromozom translokasyonlarina ve
kanser olusumuna yol agcmaktadir. Cift zincir kiriklarinin olusmasina neden
olan en oOnemli ekzojen ajan iyonize radyasyondur. Ayrica, oksidatif
metabolizma da hucrede serbest radikallerin olusumuna sebep olarak DNA’
da cift zincir kiriklarinin olugmasina yol agabilmektedir (54). DNA c¢ift zincir
kiriklarinin onariminda ig goren tamir mekanizmalarindan birisi olan homolog
rekombinasyon tamir yolaginda rol oynayan genler, ailesel ve/veya erken yas
meme kanseri vakalarinda siklikla degisime ugramaktadir (54).

Homolog rekombinasyon yolu ile DNA cift iplik kiriklarinin tamirinde,
hasarli olan kromozoma genetik bilginin aktarilabilmesi igin hasarsiz
kromozom kalip olarak kullaniimakta ve DNA dizisinde higbir degisim
olusturmaksizin hasarli kromozom onariimaktadir. DNA’ da ¢ift iplik kirigi
olustugunda, her iki iplikte, kiriklarin oldugu bdlgede 3’ ucu agik tek iplikli
DNA’ lar olusmaktadir. RAD52 proteini bu tek iplikli bolgeleri tanimaktadir.
Daha sonra, RADS51 proteini BRCAL1 ve BRCA2 gibi aksesuar proteinler ile
kompleks olusturarak, RAD52’nin tanidigi, DNA kiriklarinin oldugu bdlgeye
baglanmaktadir. RADS1 proteini kardes kromatidte hasarsiz DNA bdlgesini
tespit ederek cikartmakta ve diger kardes kromatidteki hasarli bodlgeye
aktarmaktadir. Cikartilan bolge ise DNA polimeraz tarafindan yeniden
sentezlenmektedir (54, Sekil-4).
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Serbest Oksijen Radikalleri
"JJJ‘H‘ Radyasyon

DNA
1. Cift iplik DNA kingimin
olusmasi
RADS2
3.3' uclarin RAD32 tarafindan (fum = 2. Kainklarn 3' uc bélgelerinde tek
taninmasi iplikli DNA olusmas1

R 'y s e e e —_
= OO0
BRCA2 O+ [

RAD51 4. RADS51- BRCA? protein
kompleksinin baglanmas1

=§x’m-oooooor

5. Kardes kromatidteki hasarsiz
DNA bilgesinin cikarilmas:

7. Homolog rekombinasyon 6. Hasarsiz DNA bélgesinin

hasarli DNA'va aktarilmas:
Sentromer

DNA polimeraz 8. Kardes kromatidten cikarilan
& Ligaz O" - bélgenin yeniden sentezlenmesi

= -

= —

Sekil-4: Homolog rekombinasyon yolu ile DNA ¢ift iplik kiriklarinin tamiri.

BRCA1 ve BRCA2 Genlerinin Yapisal Ozellikleri ve Meme Tiimérigenezi

Uzerindeki Etkileri

BRCA1 geni 1721’ te yer almakta, 23 ekzondan olusmakta ve 1863

aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir (55). Bu gen tarafindan kodlanan

proteinin N-ucunda bir RING ¢inko parmak bdlgesi ve C-ucunda iki ‘BRCT’
tekrar boélgesi bulunmaktadir (56, Sekil-5). 13q12-13’ te yer alan BRCA2 geni

ise, 27 ekzondan olugmakta ve 3418 aminoasitlik bir protein kodlamaktadir

(56, 57). BRCAZ2 proteininin en belirgin 6zelligi 11. ekzonda yer alan, 30 — 80

aminoasit buyukligundeki BRC tekrar bdlgelerine sahip olmasidir (58, 59,

Sekil-5). BRCA2 proteini bu tekrar bolgeleri sayesinde RAD51 proteini ile

kompleks olusturarak rekombinasyonel DNA tamirinde katilmaktadir (60, 61).
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Sekil-5: BRCA1 ve BRCAZ2 proteinlerinin yapisal 6zellikleri ve diger proteinlerle etkilesimleri
(62).

Hucre dongusunun kontrolinde ve gift iplik DNA kiriklarinin tamirinde
rol oynayan BRCA1 ve BRCA2 genleri ailesel ve/veya erken yas meme
kanserinin etiyolojisinde énemli rol oynamaktadirlar (62). Bu guiine kadar
meme kanseri olusumu ile iligkili olarak BRCA1 geninde 650’ den, BRCA2
geninde 500° den fazla sayida genetik degisim tanimlanmistir (63). Bu
degisimlerin buyuk bir bolimu islevsiz proteinlerin olusumuna neden olan
cerceve kaymasi tipindeki mutasyonlardir (64). Son dénemde gerceklestirilen
calismalarda Dogu Avrupa ve Turk populasyonuna ait meme kanseri
hastalarinda BRCAL1 geninde 5382insC mutasyonunun diger toplumlara goére
daha sk go6zlendigi belirlenmistir (64-66). Sporadik vakalarla
kiyaslandiginda, ailesel BRCA1l Oykusu olan meme kanserli hastalarda
‘bazal benzeri” alt tipe daha ¢ok benzeyen bir gen ekspresyon profili
g6zlenmektedir (37). BRCA2 oykusu olan hastalarda ise, sporadik vakalara
gbre, TP53 mutasyonlarinin iki kat daha fazla, MYB ve MYC
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ekspresyonlarinin daha yuksek ve HER2 ekspresyonunun daha dusik
oldugu belirlenmistir (67). Ayrica, arastirmalar, BRCA1/2 genlerinde
mutasyon belirlenen hastalarin Poly(ADP-ribose) polymerase (PARP)
inhibitorleri ile gergeklestirilen tedavilerden yarar saglayabildiklerini ortaya
koymustur (68). Bununla birlikte, BRCA1/2 gen taramalarinda higbir patolojik
degisim belirlenemeyen bazi hastalarin ise uygulanan standart tedavi
yontemlerine cevap vermedikleri de go6zlenebilmektedir (9). GUnumuzde
ailesel ve/veya erken yas meme kanseri hastalarinda, ailesel risk oraninin
belirlenmesi ve bireye 6zgu tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi amaciyla,
BRCA1/2 gen mutasyonu taramalari bir ¢gok saglik kurulusunda rutin hasta
hizmeti kapsaminda gercgeklestiriliyor olmasina ragmen, bu taramalar

yalnizca BRCA1/2 genlerinin protein kodlayan bolgelerini kapsamaktadir (8).

BRCA1 ve BRCA2 Gen ifadelerinin Diizenlenmesinde Epigenetik

Faktorlerin Roli

Epigenetik mekanizmalar, DNA dizisinde bir degisime yol agmadan
gen ifadesini degistirebilen, geri donusumlu  ve kalitsal kontrol
mekanizmalaridir (69, 70). Gen ekspresyonunun epigenetik dizenlenmesi
kanser olusumunda 6nemli rol oynayabilmektedir (71, 72). Bu nedenle,
DNA’nin epigenetik modifikasyonlari kanserin erken tanisinda, prognoz ve
tedavide belirleyici olabilme potansiyeli tagsimaktadir. Ayrica, bu degisimlerin
geri donusumld olmasi, bu degisimleri hedef alan terapdétik ajanlarin ve tedavi
yontemlerinin arastiriimasina da olanak saglamaktadir (73).

Son doénemde gerceklestirilen c¢alismalarda, protein kodlamadigi
halde, genin protein kodlayan bdlgesi ile birlikte yazilan, mRNA'nin baslama
kodonundan evvel ve bitis kodonundan sonra gelen, cevrilmeyen bdlgeler
(UTR) in de gen ifadesinin duzenlenmesinde o6nemli rol oynadiklar
anlasilmistir (74, Sekil-6). Gen ifadesinin epigenetik olarak dizenlenmesinde
rol oynayan mikroRNA (miRNA) lar 5'UTR ve 3'UTR’ ye farkl afinitelerle

baglanarak mRNA'’ nin kararlligini etkilemektedirler (74).
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Bashk 3UTR Protein kodlayan dizi JITTR PoliA kuyrugn

Sekil-6: Olgunlasmis mMRNA' nin yapisi

miRNA’ lar 18-25 nukleotid uzunlugunda, kodlanmayan tek iplikgikli
RNA molekulleridir. Bu RNA’lar hedef genin transkripsiyonel aktivitesinin
dizenlenmesinde rol almaktadirlar (74). Ginuimuze kadar (Temmuz 2013)
6000’ den fazla insan miRNA’ siI tanimlanmistir (75) ve insan genomunun
%60’ 1nin bu mMiIRNA’ lar tarafindan duzenlendigi dusunulmektedir (76).
MIiRNA'’ lar; hicre dongusu, hucre proliferasyonu, hicre yaglanmasi, hucre
olimda, hicresel gelisim ve farklilasma, adhezyon ve anjiogenez gibi 6nemli
biyolojik fonksiyonlarda dizenleyici rol oynamaktadirlar (77). Bu nedenle
MIiRNA ekspresyonun dizenlenmesinde gergeklesen bozukluklar basta
kanser olmak Uzere gesitli hastaliklara yol agabilmektedir (78).

Son doénemde gerceklestirilen calismalarda, meme kanseri
olusumunda miRNA’ larin anormal ekspresyonunun &nemli rol oynadigi
ortaya konmustur (10, 11). miR -146a, miR -15, miR-16, miR-17 ve miR182
gibi bazi miRNA’ larin BRCA1 ve BRCAZ2 genlerinin 3'UTR’ sine baglandiklari
belirlenmistir (10, 79). Bu nedenle, BRCA1/2 genlerinin protein kodlayan
bdlgelerinin yani sira, 3'UTR’ lerinde meydana gelecek genetik degisimlerin
de, bu bodlgeye miRNA’ larin baglanma afinitelerinin degismesine vyol
acacagindan hastalarin BRCAL/2 protein ifadesinin degismesine ve
uygulanan tedavilerden yarar saglayamamasina sebep olabilecegine
inaniimaktadir (12, Sekil-7).

Olgunlagmis miIRNA

Hedef genin
3'UTR'si

Hedef genin
3'UTR'st

Sekil-7: 3'UTR’ de meydana gelen nikleotid degisiminin miRNA baglanma afinitesi
Uzerindeki etkisi (80).
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BRCA1/2 Genlerinin 3'UTR’ lerinin Taranmasi Amaciyla Kullanilan

Yontemler

Gamet hulcrelerinde ya da somatik hucrelerde, DNA' da meydana
gelen genetik degisikliklere mutasyon adi veriimektedir. Gamet hticrelerinde
meydana gelen mutasyonlar sonraki nesillere aktarildigi igin, somatik
hicrelerde meydana gelen mutasyonlar ise, kansere neden olabildigi igin
onem tasimaktadirlar (81). Meme kanseri vakalarinda BRCA1/2 genlerinde
cogunlukla nokta mutasyonlar gézlenmektedir (64). Bunlar bir plrin bazinin
bagka bir purin baziyla yada bir pirimidin bazinin bagka bir pirimidin baziyla
yer degistirme sonucu olusan transisyonlar, bir plrin bazinin bir pirimidin bazi
ile yer degismesi sonucu olusan transversiyonlar veya genin yazilima katilan
bdlgesine, bir ya da daha fazla sayida nulkleotid girisi veya cikigi sonucu
olugan ve okuma esnasinda Uglu kodonlarin kaymasiyla sonuglanan gerceve
kaymasi mutasyonlaridir (64, 81).

Popullasyonda %1’ den daha yuksek siklikla gobzlenen, genlerde
genetik cesitlilige yol acan dedisiklikler ise polimorfizm olarak
adlandiriimaktadir. Polimorfizmler genomda c¢ogunlukla tek nukleotid
duzeyinde bulunmakla birlikte ikili, UGc¢li nukleotid tekrarlari seklinde de
bulunabilmektedirler (82). DNA onariminda gérev alan BRCA1l, BRCAZ2,
RAD51 vb genlerin polimorfizmleri, proteinlerin iglevini ve bireylerin hasarli
DNA'ylI onarma kapasitesini degistirebilmektedir. Eksik onarim kapasitesi de
genetik kararsizliga ve dolayisiyla kanser olusumuna neden olabilmektedir
(82, 83). Polimorfizmler hastalarin kansere yatkinligini arttirabilmekle birlikte,
her zaman tek baslarina kanser riskini ortaya koymak icgin yeterli
olmayabilirler (84). Son dénemde, c¢esitli arastirma gruplari tarafindan, farkl
populasyonlara ait meme kanseri hastalarinin BRCA1/2 genlerinin 3'UTR
bolgelerinde yer alan polimorfizmlerin arastirildigi  birkag c¢alisma

bulunmaktadir (10,13-17). Ancak bu polimorfizmlerin miRNA baglanma
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afinitesi, BRCA1/2 gen fonksiyonlari ve kanserlesme sureci Uzerindeki etkisi
yeterince bilinmemektedir.

BRCA1/2 genleri 3'UTR’ sinde yer alan mutasyon ve polimorfizmlerin
arastirilabilmesi i¢in heterodupleks analizi ve DNA dizi analizi yontemleri

kullaniimaktadir.

Heterodupleks Analizi (HDA)

DNA’ da bir mutasyon oldugunda, hatali eslesmis olan DNA iplikleri,
normal bir DNA’ nin sahip oldugu homodupleks yapisindan farkli olarak,
heterodupleks bir yapi olusturmaktadir (Sekil-8). Heterodupleks analizi, jel
matriksinde heterodupleks DNA molekdillerinin homodupleks yapidaki DNA
molekullerinden daha farkli go¢ etmesi esasina dayanmaktadir. Ydntem,
DNA orneklerinin ylksek sicaklikta denature edildikten hemen sonra renatire
edilmesi ile gerceklestiriimektedir. Renatlrasyon sirasinda mutant DNA ipligi
ile yabani DNA ipliklerinin hibridize olmasi sonucunda, mutasyon noktasinda
yanlis eslesme yapmis bir baz ¢ifti bulunmakta ve bu da heterodupleks
yapinin olugmasina sebep olmaktadir. Bu teknik ile, delesyon, insersiyon tipi
mutasyonlarin tespitinde %100’ e yakin basari saglanabilirken, nokta
mutasyonlarin tespitinin % 80 — 85 hassasiyetle gergeklestigi bildirilmistir
(85).

Homodupleks Heterodupleks
T T TITTTTTTTT 7T
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Sekil-8: DNA’ nin poliakrilamid jel elektroforezindeki homodupleks yapisi ve mutasyon
varliginda olugan heterodupleks yapisi.
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DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi yontemi ilk kez 1970’ li yillarda Maxam ve Gilbert
tarafindan, DNA’ nin kimyasal modifikasyonu ve ardindan spesifik bazlardan
kesilmesi esasina dayali olarak gelistirilmistir. 1977 yilinda ise Sanger ve
arkadaslari, guniUmuzde halen kullaniimakta olan enzimatik DNA dizi analiz
yontemini gelistirmislerdir (86). Bu yontemde dizisi saptanacak olan DNA
ipligi yeni sentezlenecek iplik igin kalip olarak kullaniimakta ve Taq DNA
polimeraz vb bir enzim ile DNA sentezi gerceklestiriimektedir. Ancak
polimeraz zincir reaksiyonunda gerceklestirilen DNA sentezinden farkl
olarak, bu reaksiyonda Taq DNA polimeraz, yeni ipligin uzamasini
gerceklestirirken,  reaksiyon  ortaminda  serbest halde  bulunan
deoksiribonlkleozit trifosfat (dNTP)" lerin yanisira, deoksiribozun 3'
pozisyonunda OH grubu tagimayan dedideoksiribontkleozit trifosfat (ddNTP)’
lari da eslenik iplige eklemektedir. ddNTP’ lerin 3' pozisyonunda OH grubu
bulunmadigindan, Tag DNA polimeraz, sentez sirasinda iplige baglanan bir
ddNTP’ nin arkasina bagka bir dNTP’ yi baglayamamakta ve bu nedenle
eslenik ipligin sentezi bu noktada durmaktadir. Sanger’ in yontemi ile DNA
dizi analizi gercgeklegtirilirken, dedioksiadenin, dedioksiguanin, dedioksisitozin
ve dedioksitimin’in her biri farkli bir tipte olacak sekilde, dort ayri tupte
reaksiyon gerceklestirimektedir. Bu dort tuplin her biri ortak olarak
sekanslanacak gen bdlgesine ait bir primeri, dort dNTP’ nin her birini ve
analizin gerceklestirilecegi kalip DNA’' yiI da icermektedir. Reaksiyon
tuplerinin her birinde, DNA sentezinin her bir tekrarinda, reaksiyon rastgele
bir ddNTP’de sonlanmakta ve farkli uzunluklarda, tek iplikli DNA fragmentleri
olusmaktadir (87). Reaksiyon tamamlandiginda doért tipin her birinde olusan
DNA fragmantleri poliakrilamid jele yan yana yuklenerek elektroforez
gerceklestirimekte ve uygulanan elektiriksel alanin etkisi ile DNA fragmentleri

kisadan uzuna dogru jel Uzerinde siralanmaktadirlar. Fragmentler,
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sonlandiklari ddNTP’ nin c¢egidine gobre asagidan yukariya dogru takip
edilerek DNA dizisi elde edilmektedir (87, Sekil-9).

ddATP  ddCTP  ddGTP ddTTP
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Sekil-9: Sanger’ in DNA Dizi Analizi Yontemi

Otomatik DNA dizi analizde de Sanger’ in enzimatik DNA sentezine
dayanan zincir sonlanma yontemi kullaniimaktadir. Bu cihazlar, sabit
bilgisayarda yukli programlar ile bu programlarin yonettigi bir elektroforez
sistemini igcermektedirler. Bu sistemde, DNA dizi analizi reaksiyonu tek bir
deney tupunde gercgeklestiriimekte ve ddNTP’ lerin her biri, farkli renklerde
floresan boyalarla isaretlenmis olarak ayni deney tupune konmaktadirlar.
Reaksiyon sonunda, her bir nukleotidi farkli renklerde floresan boyalarla
isaretlenmis olan DNA fragmentlerinin ylUklendigi jel, elektroforez slresince,
lazer 11k kaynagi ile olusturulan monokormatik 1gik ile taranmakta ve
floresan boya 1sik ile taranan bolgeye geldiginde uyariimaktadir. Uyarilan

boya kendi icin karakteristik olan dalga boyunda 1131 geri yansitmakta ve
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yansiyan 1sik demeti bir detektor tarafindan kaydedilmektedir. Kaydedilen

veriler bilgisayar programlari ile degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da

matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktariimaktadir (88, Sekil-10).

Reaksiyon kanigimi:
-Primer

-dNTP (dATP, dCTP, dGTP ve dTTP)
-ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP ve ddTTP)

-Taq DNA polimeraz
-Kalip DNA

Primer

Kalip DNA ipligi SaNTPs
aITTe
L
SINTP -9
AISTP -9

ipligin uzamasi ve
sonlanmasi
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DNA fragmentlerinin kapiller jel
elektroforezi ile ayrilmasi

'L Kapiller jel

W
Dedektor

l
“Mll 'I'l ’|| l'll.
| '.,‘l‘ H

Chromatograph

Floresan igaretli ddNTP'lerin lazer ile
okunmasi ve bilgisayarda goriintiilenmesi

Sekil-10: Otomatik DNA Dizi Analizi akis semasi (89).

Gergeklestirilen ¢alismada, BRCA1/2 genlerinin 3'UTR bdlgelerindeki

tek nukleotid degisimlerinin miRNA’ larin baglanma ozellikleri Uzerindeki

etkisinin anlasilabilmesi icin,

Turk populasyonuna ait, BRCA1/2 genlerinin

protein kodlayan bdlgelerinde mutasyona sahip olan ve mutasyon tagimayan

ailesel / erken yas meme kanseri hastalarinin BRCA1/2 genlerinde 3'UTR

bolgesinde tek nukleotid degisimlerinin HDA ve DNA dizi analizi yontemleri

ile aragtirlmasi1 amaclandi.
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GEREG VE YONTEM

Gereg

Kullanilan Aletler

CEQ-8000 Otomatik DNA Dizi Analizi Sistemi (BECKMAN COULTER)
- Gene Amp PCR 9700 Thermocycler (APPLIED BIOSYSTEMS)
- Dikey Elektroforez Sistemi (THERMO)

- Yatay Elektroforez Sistemi (BIO-RAD)

- Isiticil blok (DB-2A) (TECHNE)

- Su banyosu (BM 302) (NUVE)

- Santrif(ij (22R) (BECKMAN COULTER)

- Manyetik Karistirici (VELP SCIENTIFICA).

-+ 4°C buzdolabi (ALASKA)

- - 20°C derin dondurucu (BOSCH)

- UV kabini (BIOSAN)

- Nanodrop (THERMO)

- Otomatik Pipet, (0.5-10 pl) (EPPENDORF)

- Otomatik Pipet, (10-100 pl) (EPPENDORF)

- Otomatik Pipet, (20-200 pl) (EPPENDOREF)

- Otomatik Pipet, (100-1000 pl) (THERMO)

Kullanilan Kimyasal Malzemeler
- Wizard Genomic DNA Purification Kit Promega-A1125, USA
- Fenol (SIGMA)

- Kloroform (SIGMA)
- dNTP (PROMEGA)
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- MgCl, (PROMEGA)

- Primerler (PROMEGA)

- Taqg Polimeraz (PROMEGA)

- DTCS, Quick Start Mix (PROMEGA)
- Agaroz (VIVANTIS)

- Bromofenol blue (BIOLOGICAL INDUSTRIES)
- Etidium bromur (SIGMA)

- 10XTBE (VIVANTIS)

- Formamide (MERCK)

- 1x MDE gels (BMA)

- Gumdas Nitrat (SIGMA)

- Asetik Asit (SIGMA)

- EDTA (SIGMA)

- Xylene cyanol (SIGMA)

- RBC (ROCHE)

Yontem

Hastalarin Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

Tez calismasina Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Genel Cerrahi
Anabilim Dali Meme Birimi’ ne bagvuran ve genetik calismalar ile ilgili
aciklamalar iceren gonullu olur formu ile bilgilendirilerek onaylari alinmis,
erken yas (45 yas alti) sporadik ve/veya aile dykisine sahip 100 meme
kanserli vakaya ve 47 saglikli kontrole ait periferik kan érnekleri dahil edildi.
(Hastalarin projeye dahil edilebilmesi icin gerekli olan etik kurul onayi Uludag

Universitesi Tip Fakuiltesi Etik Kurulunun 2012-5/11 nolu karari ile alindi).
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Periferik Kan Orneklerinden Genomik DNA Elde Edilmesi

Hastalarin periferik kanlarindan genomik DNA eldesi, daha 6nce Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali, Kanser Genetigi Laboratuvarr’ nda, rutin hasta hizmeti
kapsaminda BRCA1/2 gen mutasyon taramasi gergeklestiriimek amaciyla
fenol-kloroform yontemi ile gerceklestirildi ve elde edilen DNA’lar -20°C’ derin

dondurucuda muhafaza edildi.

Fenol-Kloroform ile DNA Ekstraksiyon Yontemi

Solusyonlar

Lysis Buffer

-%010 SDS:...coii 80 ul
-10 mg/ml Proteinaz K:.............. 5l

-NaCli.e 90 ul
-TE Buffer:.............ccco 325 ul

- EDTAll tipe alnan periferik kan ornekleri en az 1 saat dik olarak
bekletildi.

- 500 pl kan o6rnegi, 1.5ml hacmindeki mikroflj tipine alindi ve Uzerine
1000 ul RBC solusyonu eklendi.

- Tuapler 10 dk ters yuz edilerek karistirildi ve 12.000 rpm. de 1dk santrifij
edildi.

- Supernatant atilarak, pelletin tGzerine TE tamponu eklendi ve 12.000 rpm.
de 1dk santriftj edildi.

- TE ile yilkama iglemi tamamlandiktan sonra, pelletin Uzerine 20 ul
Proteinaz K ve 500 pl Lysis Buffer eklendi.

- Karisim buz blok tzerine alinarak, 56°C’de 90dk inkiibasyona birakildi.

- Tulplere, karisim hacmi kadar fenol eklendi ve 2500 rpm. de 2dk santrif(j
edildi.
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- Ust faz temiz bir tipe alinarak esit hacimde kloroform ilave edildi ve 2500
rom. de 2dk santriflj gergeklestirildi.

- Olusan pelletin Gzerine 1000 pl etanol eklendi ve 13.000 rpm. de 3dk
santrifdj edildi.

- 500l %70’ lik etanol ile yikama iglemi tekrarland.

- Alkol ugurularak, olusan DNA pelletinin Gzerine 150-400pl steril H,O ilave
edildi.

Nukleotidlerin heterosiklik halkalari 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon 06zelligi gostermektedirler. Bu nedenle 260 nm’ de Odlgllen
absorbsiyon degerleri oldukga saf olarak izole edilen nuikleik asitlerin ng/uL
veya ug/mL dizeyinde miktarlarinin belirlenmesinde kullaniimaktadir. DNA’

nin konsantrasyonunun saptanmasinda asagidaki formul kullaniimaktadir:

Total DNA (ng/ul) = 260 nm’ deki absorbans x 50 x Dilisyon Faktori

Proteinler ise 280 nm dalga boyunda maksimum absorbsiyon 06zelligi
gosterirler. Bu nedenle, 260 ve 280 nm dalga boylarinda okunan degerler
arasindaki oran nikleik asitlerin safligi hakkinda bilgi vermektedir. Izole
edilen total DNA 6&rneklerinin safligindan bahsetmek igin bu oran 1.8-2.00
arasinda olmaldir. izole edilen DNA &rneklerinin miktar ve Kkalitesinin
gerceklestirilecek analizler igin uygunlugu nanodrop cihazinda o&lgulerek

degerlendirilmigtir.

BRCA1/2 Genlerinin 3'UTR’ lerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

ile Amplifikasyonu
BRCAL geninin 1383 bg¢ uzunlugundaki 3'UTR’ sinin amplifikasyonu

icin 4 cift primer seti; BRCA2 geninin 902 b¢ uzunlugundaki 3'UTR’ sinin

amplifikasyonu igin ise 2 ¢ift primer seti dizayn edilerek kullanildi (Tablo-2).
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Tablo-2: BRCA1 ve BRCA2 Genlerinin 3'UTR Bolge Primerleri

Gen Segment Primer Dizisi

Baglanma isisi (°C)

Baz Cifti (bg)

BRCA13'UTR Forward 5- AGCACTCTACCAGTGCCAG- 3’
1
Reverse 5- AGGTTTCAAGTTTCCTTTTCA- 3’

60
56

645

Forward 5’- GAGTGCTTGGGATCGATTATGTGACTT- 3
Reverse 5- ACCGGTTCTTGAAAATCTTCTGCTG- 3’

78
72

522

Forward 5’- GCAGGAGAATCACTTCAGCCCGGGA- 3’
Reverse 5- GCAACAGCTTCCTTCCTGGTGGG- 3’

70
74

368

Forward 5’- GGAAAATGAAACTAGAAGAGATTT- 3’
Reverse 5- AGGCTCTGAGAAAGTCGGCT- 3’

62
62

560

BRCA2 3UTR Forward 5'- GTTCAGAAGATTATCTCAGACT- 3’

Reverse 5- CTATTTCATAGTGAGTTACCTC- 3

60
60

338

Forward 5'- TAGTTTCAAATTTACCTCAGCG- 3’
Reverse 5’- AGATATGCAACTGAAGCAAAAG- 3

60
60

472

PCR karigimi, toplam 15 pl’ lik reaksiyon hacminde, 1.75 mM MgCly,
0.15 mM dNTP (her bir nikleotid icin), 10 pmol primer (F ve R), 5 U/ul Taq

Polimeraz ve 150 ng genomik DNA iceren tampon ¢ozeltide hazirlandi.

Uygulanan reaksiyon kosullari asagida belirtildigi gibidir;

- 94°C de 3 dk 6ndenaturasyon

- 35 dongu:
o 94°C’ de 2 dk denatlrasyon,
o 55°C’ de 30 sn baglanma
o 72°C’ de 30 sn uzama

- 72°C’ de 3sn sonlanma

Agaroz Jel Elektroforezi

PCR reaksiyonu sonrasinda elde edilen PCR Urununun dogrulugunun

kontrol edilebilmesi amaciyla agaroz jel elektroforezi gergeklestirildi. Bu

amagla, 2 gr agaroz tartilarak erlene kondu ve Uzerine 100 mL 1X Tris- Borik

Asit- EDTA (TBE) eklenerek mikrodalga firinda kaynatildi. Kaynayan agaroz

¢Ozeltisinin Uzerine 5 ul EtBr eklendi ve sivi haldeki agaroz, elektroforez
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tabagina dokulerek jelin donmasi beklendi. Agaroz jel donduktan sonra
icerisinde 1X TBE bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. Agaroz jelin ilk
kuyusuna, PCR UrlUnlerimizin bUyUkligunu o6lgebilmemiz amaciyla DNA
markiri yuklendi. Daha sonra, PCR d&rnekleri, ylkleme tampon olan

bromofenol mavisi ile karigtirilarak agaroz jelin diger kuyularina yuklendi.

Heterodupleks Analizi

Solusyonlar
Stop soliisyonu

- 9.5 ml % 95 formamide
- 0.004 gr NAOH
- 0.005 gr % 0.05 bromophenol blue

- 0.005 gr % 0.05 xylene cyanol hassas terazide 6l¢uldi ve birbiri ile

karigtirildi.
Poliakrilamid Jel
- 17.3 mldHO
- 14 ml MDE

- 2.8 ml Gliserol

- 2.25ml 10x TBE
- 200 pl % 10 APS
- 20 ul TEMED

Gumis Nitrat Cozeltisi

- 3 gr GUmuUs Nitrat

- 4 ml Formaldehit

- 2I1tdH0

Sodyum Karbonat Cozeltisi
68 gr NaCOg;
NaSCN
4 ml Formaldehit

2 It dH,0 igerisinde ¢ozuldu.

33



Her PCR Urununun 11ul’ si 96°C de 6 dakika isi ile denatlre edildikten
sonra, sirasiyla 50°C’ de 10 dk, 37°C’ de 15 dk ve 20°C’ de 30 dk’ dan
olusan HDA rekasiyonuna tabii tutuldu ve ardindan 2ul stop solusyon
eklenerek analiz edilene kadar buz Uzerinde saklandi. Daha sonra HDA
urtnleri poliakrilamid jele yuklenerek 0.5 X TBE iceren yurutme tamponunda
600V’ da 9-16 saat boyunca elektroforez gerceklestirildi. Elekroforez

sonunda poliakrilamid jelde olugan bantlar gimus boyama ile goruntulendi.

Gumus boyama

- Jel % 10’ luk asetik asit icine alindi ve 35 dk. ¢alkalandi.
- 6 defa H,O ile yikama gercgeklestirildi.

- Jel 40 dk karanlhkta GUmus Nitrat ¢ozeltisinde bekletildi.
- 1 defa HO ile yilkama gergeklestirildi.

- Jel Sodyum Karbonat ¢ozeltisi ile 3 defa yikandi.

1 dk sUreyle % 10’ luk asetik asit ¢gdzeltisi icerisinde ¢alkalama yapildi.

1 dk sureyle H,O ile duruluma islemi gerceklestirildi.

Poliakrilamid jelde normal bant goéruntisinden farkl olarak,
heterodupleks bant 6zelligi gosteren drnekler mutasyon/ polimorfizm varhigi
agisindan pozitif olarak degerlendirildi ve bu ornekler igcin DNA dizi analizi

gerceklestirildi.

DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizine alinan ornekler sirasiyla PCR saflastirma, sekans

reaksiyonu ve alkolle ¢étirme igslemlerine tabii tutuldu.

PCR Saflastirma Analizi

PCR drunlerin  saflagtinimasi amaciyla “Wizard Genomic DNA
Purification Kit, PROMEGA” kiti kullanildi. Bu dogrultuda;
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PCR duruUnlerinin Gzerine 11 pl membran binding solution eklendi.
Olusturulan karigim SV minicolumn taplerin yerlestirildigi koleksiyon
tuplerine konarak 1 dk oda sicakliginda bekletildi.

16.000 xg’ de 1 dk santriflij gerceklestirilerek alt kisim atildi.
Minicolumn tlplere 700 pl etanol eklenmis membran wash solution
eklendi.

16.000 xg’ de 1 dk santriflij gerceklestirilerek alt kisim atildi.

500 pl membran wash solution eklendi ve 16.000 xg’ de 5 dk santrifuj
edildi.

Alt kisim atilarak, kapaklar agik olarak 16.000 xg' de 1 dk santrifyj
edilerek kalan alkol uzaklagtirildi.

Minicolumnlar 1.5 ml’ lik ependorfa aktarildi ve Uzerine 50 pl dH,O
eklendi.

16.000 xg’ de 1 dk santriflj gerceklestirilerildi.

Alt kisimda kalan saflastiriimis PCR arini -20°C’ de saklandi.

Sekans Reaksiyonu

Saflastirma isleminden gegirilen PCR urUnleri ile DTCS, Quick Start

Mix, PROMEGA Kkiti kullanilarak sekans reaksiyonu gergeklestirildi. Bu

amagcla, toplam reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde 8 ul DTCS, 0.5 pl

primer, 1 — 5 pl saflagtinlan PCR Urinu ve dH,O’ dan olusan reaksiyon

karigsimi hazirlandi. Sekans reaksiyonu igin uygulanan reaksiyon kosullari

asagida belirtildigi gibidir;

94°C de 3 dk 6ndenatlrasyon

30 dongu:
o 96°C’ de 30 sn denaturasyon,
o 50°C’ de 20 sn baglanma
o 60°C’ de 4 dk uzama
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Alkolle Coktirme

Sekans reaksiyonu sonunda PCR durlnleri asagida belirtildigi sekilde
alkolle ¢oktirme islemine tabii tutuldu.

- Her bir PCR arunu igin 1.5 ml’lik bir ependorf tiptine 60 ml % 96’ ik
etanol kondu.

- PCR JUrunlerinin Gzerine 2 ml Na asetat, 2ml Na EDTA ve 1 ml
Glikojen konarak olusturulan karisim ependorf tlplerin Uzerine ilave
edildi.

- 18.000 xg’ de 15 dk + 4°C’ de santrifuj gerceklestirildi.

- Ust kisimdaki alkol, olusan pellete dokunulmadan ortamdan
uzaklastirildi.

- Pelletin Gzerine 200 ml % 70’ lik etanol eklendi.

- 18.000 xg’ de 3 dk + 4°C’ de santrifuj gerceklestirildi.

- Ust kisim atilarak, pellet 2 — 3 saat 37°C deki kuru etiivde bekletilerek

dipte kalan alkolin u¢gmasi saglandi.

Sekans Analizi

Alkolle ¢okturme isleminden sonra, kuruyan pelletlerin her biri 40 pl
SLS igerisinde c¢ozdurildi ve 96 kuyulu sekans tabaginin Gzerindeki
kuyucuklara yuklendi. Ornek yiiklenen kuyulara birer damla mineral oil
eklenerek, otomatik DNA dizi analizi cihazinda (CEQ-8000, Beckman
Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA) degerlendirildi.

Sekans analizi sonucunda hastalara ait drneklerden elde edilen
veriler, saglikli kontrol drnekler ile karsilastirildi ve saptanan varyasyonlar ile
meme kanseri riski arasindaki iliski; Ensemble Genome Browser (Ensemle;
http://www.ensembl.org/), the human gene mutation database (HGMD;
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/all.php), Leiden Open Variation Database
(LOVD; (http://www.lovd.nl/3.0/home) ve Human Genome Variation Society
(HGVS; http://www.hgvs.org/dblist/dblist.html) veritabanlarindan

yararlanilarak belirlendi.
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istatistiksel Analiz

Hastalarin BRCAL1/2 genelerine ait 3'UTR’ lerinde belirlenen
degisimlerin, klinik ozellikler Uzerindeki potansiyel etkisini incelemek igin,
calismadan elde edilen bulgular, SPSS 16.00 (SPSS, Chicago, IL, USA)
programi kullanilarak istatistiksel olarak [% 95’lik guven arahdinda, anlamlihk
p<0.05 diuzeyinde] degerlendirildi. Klinik-histopatolojik timor ozellikleri ile
mutasyon durumu ve de belirlenen SNP' lerin iligkisi Fisher's Exact Test ve

Independent Sample T Test kullanilarak belirlendi.
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BULGULAR

Hasta Grubu ve Klinik Ozellikler

Calismaya dahil edilen hastalarin yas ortalamasi 41.67+ 1.17 (21 -
65) olarak belirlendi. Hastalara ait histopatolojik (tumor lokalizasyonu, tumor
evresi, tumor tipi, ostrojen reseptoru (ER), progesteron reseptoru (PR), insan
epidermal bliyiime faktéri reseptorii (HER-2), proliferasyon indeksi (Ki67),
sentinel lenf nodu biyopsisi (SLNB), benign reaktif hiperplazi (BRH),
metastaz durumu, in situ komponent, extrakapsuler yayihm, lenfatik invazyon
ve perinoral invazyon) ve onkolojik 6zellikler (first-line neoadjuvan tedavi,
first-line adjuvant tedavi, herceptin tedavisi, hormon tedavisi ve radyoterapi)
Genel Cerrahi ve Patoloji Anabilim Dali arsivlerinden elde edildi.
Degerlendirilen hastalara ait klinik ve histolojik 6zellikler sirasi ile Tablo-3 ve
Tablo-4’ te belirtildi.

Tablo-3: Degerlendirilen Hastalara Ait Kinik Ozellikler

Degerlendirilen

0,
Parametreler Hasta Sayisi (%)

Yas ortalamasi 42.13+ 1.169 (21-65)
ilk mensturasyon yas| 12.99+£ 0.170 ( 11-17)
ik dogum yasi 23.56+ 0.677 (16-39)
1.derece aile hikayesi
+ 46 (46)
- 54 (54)
Neoadjuvan tedavi
+ 39 (39)
- 61 (61)
Adjuvan tedavi + 44 (44)
- 56 (56)
Herceptin tedavisi
+ 19 (19)
- 81 (81)
Hormon tedavisi
+ 65 (65)
- 35 (35)
Radyoterapi
+ 94 (94)
- 6 (6)
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Tablo-4: Degerlendirilen Hastalara Ait Patolojik ve Histolojik Ozellikler

Tumérlerin Ozellikleri

Hasta Sayisi (%)

Patolojik Ozellikler

Tip

Lokalizasyon

Histolojik evre

In situ komponent

SLNB

BRH

Metastaz

Ekstrakapstler
yayllim

Lenfatik invazyon

Perinoral
invazyon

Histolojik Ozellikler

ER

PR

HER-2

invaziv duktal karsinoma

diger

sol
sag

evre 1
evre 2
evre 3
evre 4

<%25
>%25
bilinmiyor

+

85 (85)
15 (15)

38 (38)
62 (62)

30 (30)
40 (40)
27 (27)
3(3)

60 (60)
35 (35)
5(5)

71 (71)
29 (29)

83 (83)
17 (27)

44 (44)
56 (56)
15 (15)
85 (85)
21 (21)
79 (79)

11 (11)
89 (89)

64 (64)
36 (36)

49 (49)
51 (51)

31 (31)
69 (69)

(SLNB:Sentinel Lenf Nodu Biyopsisi, BRH: Benign Reaktif Hiperplazi, ER: Estrogen

Receptor, PR: Progesterone Receptor HER2:Human Epidermal Growth Factor Receptor)
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Periferik Kan Orneklerinden Elde Edilen Genomik DNA’ larin Optik
Dansiteleri

Hastalara ve kontrol grubuna ait periferik kan o6rneklerinden elde
edilen DNA’ larin 260/280 nm dalga boyundaki optik dansiteleri ve
konsantrasyonlari Tablo-5 ve Tablo-6’ da belirtiimektedir.

Tablo-5: Hastalarin periferik kanindan elde edilen DNA’ larin optik dansiteleri ve

konsantrasyonlari

Hasta 260/280 konsanstrasyon | Hasta 260/280 konsanstrasyon | Hasta 260/280 konsanstrasyon | Hasta 260/280 konsanstrasyon
No ratio ng/ul No ratio ng/ul No ratio ng/ul No ratio ng/ul
1 1.8 457.50 31 1.84 157.08 61 1.89 147.85 91 1.92 123.59
2 1.8 245.60 32 1.92 78.46 62 1.98 72.80 92 1.93 532.00
3 1.85 258.60 33 1.74 354.93 63 1.95 137.28 93 1.82 286.30
4 1.81 119.60 34 1.89 88.02 64 1.8 105.82 94 1.87 118.60
5 1.79 138.50 35 1.83 103.97 65 1.76 155.79 95 1.96 635.12
6 1.8 343.20 36 1.95 71.25 66 2.06 125.62 96 1.74 152.30
7 1.81 142.00 37 1.89 101.70 67 1.87 147.30 97 1.99 175.86
8 1.85 109.60 38 1.88 95.60 68 2.07 258.10 98 2.05 152.20
9 191 116.00 39 1.75 189.70 69 1.86 90.42 99 1.79 115.89
10 1.73 98.50 40 1.94 133.00 70 1.79 110.60 100 1.96 160.00
11 1.75 96.50 41 1.77 365.00 71 1.81 254.60

12 1.8 116.30 42 2.2 129.80 72 1.77 96.50

13 1.75 69.30 43 1.8 136.00 73 1.74 125.80

14 1.78 88.70 44 1.79 175.00 74 1.9 74.60

15 1.77 73.40 45 1.81 172.00 75 1.81 81.65

16 1.87 64.98 46 1.87 166.50 76 1.84 81.82

17 1.94 146.60 47 1.92 367.41 7 1.87 84.36

18 1.71 123.50 48 1.78 112.34 78 1.76 257.95

19 1.82 245.60 49 1.84 79.75 79 1.75 68.15

20 1.77 289.10 50 1.88 86.32 80 1.78 479.36

21 1.75 154.60 51 1.78 128.79 81 1.82 254.70

22 1.79 124.70 52 1.87 152.00 82 1.82 365.80

23 1.82 156.70 53 1.91 100.20 83 1.75 124.80

24 1.85 146.80 54 1.95 141.00 84 1.74 120.35

25 1.83 89.60 55 1.82 152.00 85 1.94 105.01

26 1.95 288.00 56 1.94 202.00 86 1.83 304.36

27 1.88 143.80 57 1.78 166.87 87 1.86 80.06

28 2 81.26 58 1.91 287.02 88 1.88 88.92

29 2.01 157.82 59 1.83 116.58 89 1.75 35.56

30 1.78 109.63 60 1.77 123.65 90 1.78 121.90
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Tablo-6: Kontrol grubunun periferik kanindan elde edilen DNA’ larin optik dansiteleri ve

konsantrasyonlari

Kontrol Kontrol 260/280
No 260/280 ratio konsanstrasyon ng/ul No ratio konsanstrasyon ng/ul
1 1.81 236.50 26 1.87 80.04
2 1.84 124.50 27 1.72 106.80
3 1.79 120.00 28 1.73 135.60
4 1.81 140.00 29 1.8 84.05
5 1.86 136.60 30 1.76 146.80
6 2.07 83.81 31 1.95 98.73
7 1.86 88.02 32 1.99 104.53
8 1.86 89.60 33 1.71 106.65
9 1.79 108.00 34 1.76 120.35
10 1.83 136.42 35 1.85 62.45
1 1.7 103.70 36 1.89 456.20
12 2.04 71.25 37 1.82 73.40
13 1.87 87.29 38 1.95 81.90
14 1.77 96.32 39 1.96 92.70
15 1.83 73.23 40 1.81 119.20
16 1.74 189.90 41 1.78 71.95
17 1.71 101.70 42 1.86 103.85
18 1.85 90.50 43 1.92 79.82
19 1.82 95.60 44 1.93 214.30
20 1.92 78.90 45 1.98 86.96
21 1.95 228.60 46 1.86 265.40
22 1.87 245.60 47 1.92 421.30
23 1.8 214.60
24 1.74 254.90
25 2.06 325.60

BRCA1/2 genlerinin 3'UTR’ lerindeki Genetik Varyasyonlarin

Degerlendirilmesi

BRCAL geninin 3'UTR’ si 4 parga olarak, BRCA2 geninin 3'UTR’ si ise
2 parga olarak PCR yontemiyle ¢ogaltildi. Reaksiyon sonucunda elde edilen
BRCA1 geni 3'UTR’ siicgin elde edilen 465, 522, 368 ve 560b¢’ lik ve BRCA2
geni 3'UTR’ si igin elde edilen 338 ve 472 bg’ lik PCR Urlnlerinin dogrulugu
ve kalitesi, %2’ lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi. BRCA1 ve BRCA2
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genlerinin 3'UTR’ lerine ait agaroz jel elektroforezinde gozlenen bant

goruntuleri Sekil-11’ de gosterilmektedir.

A
Hasta no:
L 5 9 21 38 47
465 bg 1. Segment
522 bg 2. Segment
368 bg 3. Segment
560 bg 4. Segment

Sekil-11: Agaroz jel elektroforezinde BRCA1 ve BRCA2 genlerinin 3'UTR’

Hasta no:

5 9 21

38 47

L
=

338 bg =l

472 bg

1. Segment

2. Segment

lerine ait bant goruntuleri. A: BRCAL geni 3'UTR’ si, B: BRCA2 geni 3'UTR’
si. L: Leader

Gergeklestirilen HDA ve DNA dizi analizi sonucunda, hastalarin % 27
(27/100) sinin BRCA1 geninin 3'UTR’ sinde c¢.*1287C>T (rs12516) ve
hastalarin % 24 (24/100) Gnin BRCAZ2 geninin 3'UTR’ sinde c¢.*105A>C
(rs15869) polimorfizmleri saptandi (Tablo-7).

Tablo-7: Belirlenen BRCA1/2 3'UTR polimorfizmleri

isim Gen Var_ye_mt Genomik T_erC|_h Aleller Atasal Sinif MAF
Tipi Lokasyon Ismi Alel
Chrl7:4304439 BRCAIl:c. A=0.3118/67
rs12516 BRCA1 3'UTR 1 *1287C>T CIT C SNP 9
Chr13:3297301 BRCAZ2:c. C=0.1556/33
rs15869 BRCA2 3'UTR 2 *105A>C A/IC A SNP 8

* MAF Kuresel mindr alel frekansi (dbSNP)
Nucleotide Polimorphism)
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BRCAL’ in 3'UTR’ sinde ¢.*1287C>T (rs12516) polimorfizmini tagiyan
hastalarin %10' unun ve BRCA2’ nin 3'UTR’ sinde c.*105A>C (rs15869)
polimorfizmini tasityan hastalarin % 8' inin BRCA1/BRCA2 genlerinin protein
kodlayan bdlgelerinde daha énce rutin hasta hizmeti kapsaminda mutasyon
belirlenmis oldugu tespit edildi.

BRCAL in 3'UTR’ sinde bulunan ¢.*1287C>T (rs12516) ve BRCA2’
nin 3'UTR’ sinde bulunan c¢.*105A>C (rs15869) polimorfizmleri saglikli
bireylerden olusan kontrol grubunda arastirildiginda, bu degisimlerin sirasiyla
% 23.4 (11/47) ve % 23.4 (11/47) oraninda kontrol grubunda da goézlendigi
saptandi.

BRCA1 in 3'UTR’ sinde gozlenen c.*1287C>T (rs12516), BRCA2’ nin
3'UTR’ sinde gobzlenen c¢.*105A>C (rs15869) polimorfizmlerine ait HDA ve

sekans goruntuleri Sekil-12 ve Sekil-13’ te gosterildi.

Sekil-12: HDA’ da BRCAL ve BRCA2 genlerinin 3'UTR’ lerinde gézlenen
heredupleks yapisi. A: BRCA1 geni 3'UTR’ si B: BRCA2 geni 3'UTR’ si
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Sekil-13: Hasta ve Kontrol grubuna ait DNA dizi analizi gérintuleri
A: BRCA1rs12516 C—T, B: BRCA2 rs15869 A—C, C: Normal (wt) BRCA1rs12516 C—T,
D: Normal (wt) BRCA2 rs15869 A—C

Web Tabanli Programlar ile Gergeklestirilen Biyoanalizler

BRCAL1/2 genlerinin 3'UTR bolgeleri microRNA.org

(http://www.microrna.org/microrna/home.do),microinspector

(http://www.imbb.forth.gr/microinspector) ve microRNA database

(http://www.mirbase.org/) veritabanlari kullanilarak analiz edildi. Ayrica,

Database of single nucleotide polymorphisms (dbSNP)
(http://www.ncbi.nlm.nih /gov/SNP) veritabani kullanilarak, bu bdlgelerde

belirlenen genetik varyasyonlarin anlamliigi arastirildi. miRNA - mRNA
baglanma bolgelerindeki SNPs’ lerin tahmini mirSNP

(http://cmbi.bjmu.edu.cn/mirsnp) veritabani kullanilarak gergeklestirildi. Bu

analizlere gore, c.*105A>C (BRCAZ2) varyantinin, herhangi bir miRNA’ nin
BRCA2’ nin 3'UTR’ sine baglanma o6zelligini degistirdigine iligkin bir bilgiye
rastlanmazken, ¢.*1287C>T (BRCAL) varyantinin miR-1264, miR-4278,
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mMiR-4704 ve miR-637'nin BRCA1’ in 3'UTR’ sine baglanma afinitesini
arttirdigi tespit edildi (Tablo-8).

Tablo-8: Web tabanl tahmin programlarina gére c.*1287C>T (rs12516) nin BRCAL’ in
3'UTR’ sine baglanma afinitesini degistirdigi miRNA’ lar

Gen MiRNA SNP mirSVR Etki Allel  Skor Enerji  Korunum

: 147 -22.42 0.256
BRCA1 hsa-miR-1264 rs12516 -0.494 azalma 146 18.06 0.256
BRCA1l hsa-miR-4278 rs12516 olusma
144 -18.54 0.046
BRCAL1l hsa-miR-4704-5p rs12516 olusma 156 13.37 0119

) 152 -24.19 0.059
BRCA1l hsa-miR-637 rs12516 -0.12 kirilma

- 0404 O

*mirSVR: Baglanma bélgesinin mirSVR skoru Etki: Farkh allellerin etkisi, Alleler: Degisen
alleller, Skor: miRanda veritabanina gére miRNA — mRNA baglanma bdlgesinin tahmin
edilen skoru. En ylksek skor, en ylksek baglanma enerjisi, Enerji: miRNA — mRNA
dupleksinin serbest enerjisi, Korunum: UCSC’ ye gére omurgalilarda phastCons 46 yolunun

korunumu ile ilgili very (SNP:Single Nucleotide Polimorphism)

€.*1287C>T (rs12516) ve c.*105A>C (rs15869)’ nin Hastalarin Klinik
Ozellikleri Uzerindeki Etkisi

Gergeklestirilen Fisher's Exact Test’ e gore, hastalar ve kontrol grubu
arasinda BRCA1 c.*1287C>T (rs12516) ve BRCA2 c.*105A>C (rs15869)
polimorfizmlerinin gorilme sikligi agisindan anlamli bir farkhlik belirlenmedi
(p>0.05). Bununla birlikte, Fisher's Exact Test e gbre, BRCA2 geninin
protein kodlayan bolgesindesinde mutasyon tasiyiciligi ile, bu genin 3'UTR
bdlgesinde c.*105A>C (rs15869) polimorfizmi tasiyiciligi arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir iligki saptanmamis (p = 0.443) olmasina ragmen, BRCA1
geninin protein kodlayan bdlgesindesinde mutasyon tasiyan hastalarda,
istatistiksel olarak anlamli siklikta ayni genin 3'UTR bdlgesinde ¢.*1287C>T
(rs12516) varyantinin da goérdldugu ortaya kondu (p =0.035). Ancak,

Independent sample T testi sonucunda bu polimorfizmler ile hastalarin klinik
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Ozellikleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki belirlenemedi (p>0.05)
(Tablo-9).

Tablo-9: BRCA1 mutasyonu ve 3'UTR ¢.*1287C>T (rs12516) polimorfizmi tagiyiciiginin
hastalarin klinik 6zellikleri Gzerindeki etkisi

— Ortalama Standart % 95 giiven araligi
p degeri farklihk hata
En distk En ylksek
Yas 0.405 3.833 4.405 -5.982 13.649
TUmor gapi 0.584 12.992 22.989 -38.232 64.215
TUmor Evresi 0.207 0.667 0.494 -0.435 1.768
Ki67 0.752 -39.833 122.708 -313.245 233.578

*p degerleri Independent Sample T Testi ile belirlendi
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TARTISMA VE SONUG

Meme kanseri gelisiminde en dnemli genetik risk faktorleri, BRCAL,
BRCA2, PALB2, TP53 ve ATM gibi DNA tamirinde rol oynayan genlerde yer
alan mutasyonlardir. Ailesel meme kanserlerinin % 30- %40’ 1nin
gelisiminden BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlarinin sorumliu oldugu
bilinmektedir (55, 57, 90 — 93). GUnumuze kadar meme kanseri ile iligkili
BRCA1/2 mutasyonlari, ilgili genlerinin protein kodlayan bdlgelerindeki
nikleotid dizilerinde arastiriimistir. Bu degisimler BRCA1/2  proteinlerinin
yapisini ve gesitli biyolojik fonksiyonlarini dogrudan etkilemektedirler (94, 95).
Ancak, son yillarda gercgeklestirilen ¢alismalarda genlerin protein kodlamayan
bdlgelerindeki nukleotid degisimlerinin de gesitli hastaliklara yol agabildigi
ortaya konmustur (96). mRNA’ nin kararliidi, genin protein kodlamayan
bdlgesinde yer alan 3'UTR’ deki cis-etkili elementlerin trans-etkili faktorler ile
etkilesimi yoluyla gergceklesmekte ve mRNA’ nin 3'UTR’ si gen ifadesinin
dizenlenmesinde rol oynamaktadir. Goto ve arkadaslari (97), insan
dehidrofolat gen ifadesinin 3'UTR’ sinde yer alan degisimler nedeniyle
degistigini ifade etmislerdir. Genlerin 3'UTR bdlgesinde yer alan degisimler,
bu bolgelere farkli affinitelerle baglanarak ilgili proteinin inhibisyonuna
ve/veya mRNA’ nin yikiminda rol oynayan miRNA’ larin bu bdlgelere
baglanma Ozelliklerini etkileyerek protein ifadesinin epigenetik kontrolinin
bozulmasina yol agmaktadirlar.

miRNA’ lar hicre metabolizmasi, 6limu, ¢ogalmasi, farklilasmasi ve
gelisimi gibi birgok hicresel suregte dizenleyici rol oynamaktadirlar (98 -
101). Gergeklestirilen calismalar, mMiRNA ekspresyonlarinin
duzenlenmesinde gergeklesen bozukluklarin kanser olugum surecini
tetikledigini ortaya koymustur (102 — 105). Egeli ve arkadaglarinin (65) 2006
yihinda, Cecener ve arkadaslarinin da (64) 2014 yilinda gergeklestirdikleri
calismalarinda Turk populasyonuna ait ailesel ve erken yas meme

kanserlerinin yaklasik 1/3’ tnin BRCA1 veya BRCAZ2 genlerinde mutasyon
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tasidiklari belirlenmigtir. Son donemde meme kanseri olusumu ile iligkili
miRNA ekspresyon profilleri ve sinyal vyolaklarinin ortaya konmasini
hedefleyen ¢ok sayida calisma olmasina ragmen, bu miRNA’ larin meme
kanseri olusumu ile iligkili genlere baglanma afinitelerini etkileyen faktorler
yeterince arastirilmamigtir (106 — 109). Bu nedenle, mevcut calismada
BRCAL1/2 genlerinin kodlanan bdlgelerinin diginda kalan genetik degisimlerin
ailesel ve/veya erken yas meme kanseri ile iligkisinin arastirilabilmesi i¢in bu
genlerin  3'UTR bdlgelerindeki tek nulkleotid degisimleri (SNP), bu
degisimlerin Turk populasyonunda goérulme sikliklari ve fonksiyonel nemleri
arastinimistir.

Turk populasyonunda gercgeklestirilen mevcut calismada, ailesel
ve/veya erken yas meme kanseri hastalarinda BRCA1 geni 3'UTR
bdlgesindeki ¢.*1287C>T (rs12516) ve BRCA2 geni 3'UTR bdlgesindeki
c.*105A>C (rs15869) olmak uzere iki SNP degerlendirilmistir. Bu SNP’ ler,
BRCA1/2 genlerinin protein kodlayan bodlgelerinde mutasyon bulunmayan
hastalarda ailesel ve/veya erken yas meme/over kanseri riskini arttirdigi daha
onceki calismalarla ortaya konmustur (14, 16). Sehl ve arkadaslarinin (10)
gerceklestirdigi calismada cift iplik DNA tamir yolagi ile iligkili 17 gende 104
tane SNP arastinimis ve 6zellikle RAD21 geni intron bdlgesinde bulunan
rs16888927, rs16888997 ve rs16889040’ in, BRCA1 geni intron bdlgesinde
bulunan rs12516’ nin ve BRCA2 geni intron bodlgesinde bulunan rs15869
SNP’ lerinin meme ve over kanserleri ile iligkili oldugu belirlenmistir. Ayrica
ayni arastirma ekibi tarafindan c¢ift iplik DNA tamir yolagi ile iligkili genlerde
ya da yakininda SNP bulunan hastalarin meme kanseri agisindan yuksek
risk altinda olduklari ifade edilmistir (10). Bununla birlikte, Pelletier ve
arkadaslan (11) 221 sporodik Avrupa ve Afrika kdkenli Amerikall meme
kanseri hastasinda BRCAL geni 3'UTR bdlgesindeki SNP’ leri arastirmislar
ve bu bdlgede yer alan rs12516, rs8176318 ve rs3092995 degisimlerinin her
iki hasta populasyonu igin de risk faktori olusturdugunu saptamiglar ve
Ozellikle Afrika kokenli Amerikali ve triple- negatif (Hormon Reseptor ve Her—
2 negatif) hastalarda rs8176318 polimorfizminin meme kanseri riskini ortaya

koyan bir belirte¢ oldugunu belirtmiglerdir. Brewster ve arkadaglari (110) ise,
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BRCA1 geni 3'UTR boélgesinde, rs8176318 (c.*421G>T) ve rs12516
(c.¥1287C>T) polimorfizmlerinin yaygin olarak bulundugunu goéstermislerdir.
Fox Chase Cancer Center’ da gercgeklestirilen bu arastirmada BRCAL geni
3'UTR bolgesindeki ¢.*421G>T ve ¢.*1287C>T (421T/1287T) dedisimlerinin
BRCAL gen ifadesinin dizenlenmesini etkiledigi ortaya konmustur (110). Bu
SNP’ lerin her ikisini birlikte tasiyan hastalarin BRCA1 gen ekspresyon
seviyesi yaklasik % 67 oraninda azalirken, ¢.*1287C>T (1287T) degisimini
tek bagina tasiyan hastalarda bu genin ifadesinin % 185 arttigi, c.*421G>T
(421T) degisiminin ise tek bagina bir etkiye yol agmadigi belirlenmistir (110).
Mevcut calismada ise, hastalarin % 27 (27/100) inde BRCAL geni 3'UTR
bolgesinde c¢.*1287C>T (rs12516) ve % 24 (24/100) Unde BRCAZ2 geni
3'UTR bdlgesinde c.*105A>C (rs15869) degisimleri oldugu saptanmistir.
Bunun yani sira, BRCA1 geni 3'UTR bodlgesinde c¢.*1287C>T (rs12516)
varyanti tagiyan hastalarin %10’ unun ve BRCA2 geni 3'UTR bdlgesinde
c.*105A>C (rs15869) polimorfizmi tasiyan hastalarin %8’ inin ayni zamanda
BRCA1/2 genlerinde de mutasyon tasidiklari saptanmistir. Ayrica, kontrol
grubunun % 23.4 (11/47) inde BRCAL c¢.*1287C>T (rs12516) ve % 23.4
(11/47y Unde BRCA2 c.*105A>C (rs15869) varyantlari bulundugu
belirlenmistir. Bugularimiza godre, BRCA2 geninin protein kodlayan
bolgesindesinde mutasyon tasiyiciigi ile, bu genin 3'UTR bodlgesinde
c.*105A>C (rs15869) polimorfizmi tasiyiciligi arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski saptanmamis (p = 0.443) olmasina ragmen, BRCAL geninin
protein kodlayan bdlgesindesinde mutasyon tasiyan hastalarda, istatistiksel
olarak anlamh siklikta ayni genin 3'UTR bdlgesinde ¢.*1287C>T (rs12516)
varyantinin da goruldigu belirlenmigtir (p =0.035). Ancak, gergeklestirilen
bagimsiz T testi verilerine gore, her iki degisimin birlikte gorulmesi ile
hastalarin klinik 6zellikleri arasinda anlaml bir iliski saptanmamistir. BRCA1
gen mutasyonlari ile ¢.*1287C>T (rs12516) polimorfizminin birlikte
gorulmesinin hastalarin prognostik 6zellikleri ile iligskisinin ortaya konabilmesi
icin deg@erlendirilen vaka sayisinin arttinimasi ve hasta takip suresinin
uzatilmasi gerekmekle birlikte, bulgularimiz bu genin ayni anda hem

kodlanan ve hem de kodlanmayan bolgelerinde genetik degisim
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bulunmasinin ailesel/ erken yas meme kanseri gelisimde rol oynuyor
olabilecegini desteklemektedir.

Gergeklestirilen calisma ayni zamanda BRCAL1 ve BRCA2 genlerinin
3'UTR bodlgelerine eslenik olarak baglanabilen miRNA’ larin arastirilabilmesi
icin de on bilgi olusturmaktadir. miRNA’ larin hedef mRNA’ larin 3'UTR
bolgelerine baglanmalari, bu mRNA’ larin ve protein drininin ekspresyon
seviyelerinin dizenlenmesinde énemli rol oynamaktadir. Hedef mRNA’ nin
3'UTR bdlgesinde yer alan SNP’ ler miRNA’ larin bu boélgelere baglanma
kapasitesi etkilemektedir. Mevcut galismanin bulgulari, daha 6nce farkli
populasyonlarda gergeklestirilen calismalari destekler nitelikte olup,
BRCA1/2 genlerinin 3'UTR bdlgesinde bulunan SNP’ lerin meme kanseri
riskinin belirlenmesinde potansiyel genetik belirtegler olabilecedini ortaya
koymaktadir (11, 14). ileri miRNA transfeksiyon galismalari ile arastiriimasi
gerektigine inanmakla birlikte, mevcut calismada Turk populasyonunda
meme kanseri hastalarinda anlamh siklikta belilenen BRCA1 geni
c.*1287C>T (rs12516) polimorfizminin, bazi miRNA'’ larin BRCA1 geni 3'UTR
bolgesine baglanma afinitesinin azalmasina yol aciyor ya da farkli
fonksiyonlara sahip miRNA’ lar i¢in yeni baglanma bdlgeleri olusturuyor
olabilecegini disunmekteyiz. Mevcut  calismada, microRNA.org,
microinspector ve microRNA database’den yararlanilarak hsa-miR-1264,
hsamiR-4278, hsa-miR-4704-5p and hsa-miR-637'nin BRCAL1 geni 3'UTR
bdlgesine eslenik olarak baglanabilme potansiyelinde oldugu belirlenmigtir.
Bu nedenle, BRCAL1 geni 3'UTR bdlgesine miRNA baglanma afinitesinin
artmasinin meme kanseri riskinde artisa yol agabilecegini dusinmekteyiz.
BRCA2 geni 3'UTR bolgesinin meme kanseri olusumundaki rolunin
anlasiimasi igin ileri arastirmalar yapilmasi gerektigine inanmakla birlikte,
elde ettigimiz mevcut veriler ile bu hastaligin baslangicinin molekuler
mekanizmasinin anlasiimasina katki saglanmistir.

Ozet olarak, bulgularimiz BRCA1 geni 3'UTR bdlgesinde yer alan
c.*1287C>T (rs12516) polimorfizminin meme kanseri gelisimi riskinin
belirlenmesinde genetik bir belirte¢ olma potansiyeli ile ilgili verileri destekler

niteliktedir. Ayrica, bu polimorfizmin Turk populasyonunda BRCA1 geni
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fonksiyonunu etkileyerek ailesel ve/veya erken yas meme kanseri riskini
arttiriyor olabilecedi mevcut ¢alisma ile ilk kez gosterilmigtir.

Sonug olarak, gercgeklestiriien calisma ile Turk populasyonunda
BRCA1/2 genlerinin 3'UTR bolgelerindeki SNP tipleri ve sikhgdi ilk kez
arastinimistir. Ayrica, klinik 6neminin ortaya konabilmesi i¢in galigilan vaka
sayisinin arttrilarak ileri aragtirmalarin yapilmasi gerekmekle birlikte, BRCA1
gen mutasyonu tasiyan hastalarin anlamli bir siklikla ¢.*1287C>T (rs12516)
degisimini de tasidiklar belirlenmistir. Calismamizin, BRCA1/2 genlerinin
3'UTR bolgelerindeki polimorfizmlerin miRNA’ larin baglanma &zelliklerini
uzerindeki etkisini arastirmayr ve bireye 6zgi miRNA temelli tedavi
modellerinin olusturulmasini hedefleyen ileri calismalar igin yol gdsterici

olabilecegini dusinmekteyiz.
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KISALTMALAR
RB1(retinoblastoma protein)
Myb: avian myeloblastosis viral oncogene homolog
RPPA: reverse phase protein array
FOXML1: forkhead box M1
JAK:janus kinase
STAT: Signal Transducer and Activator of transcription
PTEN: Phospotase and tensin homolog
FHIT: Fragile histidine triad
Cdk2: cyclin dependent kinase 2
Chk2: checkpoint kinase 2
PIK3CA(phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha polypeptide)
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TESEKKUR

Bana yalnizca 6mrum boyunca yasamimi kazanacagim meslegi
edindirerek degil, tim mucizesi bir yana gunden glne teknik bir ise
donusen tip alaninda halen “sanat” sifatini hakeden Genel Cerrahi’de,
meslegimi bu sanat yonuyle tanitan ve sevdiren, rehberim, ustam ve hocam
olan degerli Genel Cerrahi Ana Bilim Dali 6gretim Uyelerine,

Gerek egitim hayatimda, gerekse tezimi olusturma asamasindan
baslayarak bu gine kadar ki tim yolum boyunca ilgisini ve yardimini
esirgemeyen tez danismani hocam Prof Dr Mustafa Sehsuvar Gokgoz'e,

Tezimin her agamasinda comert katki ve yardimlari olan Tibbi Biyoloji A.D.
baskani Prof Dr Unal Egeli , Prof Dr Gilsah Cegener ve tim dgretim
uyelerine,

Tezimin tanismama vesile olmasini sans saydigim ve bu suregte buyuk
yardimlarini gérdugum dostlarim Elif Ertlirk ve Gulgin Tezcan’a,

Isimin tiim yUkine ragmen kendimi aralarinda her zaman mutlu hissettigim
¢calisma arkadaslarima,

Annem, babam, kardeslerime,

Her birinin Uzerimde, -6demek igin bir dmrin yetmeyecedi kadar- hakki
olan tim meslek buyuklerim, ustalarim icerisinde hem dost hem de
meslektas olarak mustesna bir yeri olan Halit Ziya Dundar’a,

Burada tek tek anamadigim tium ¢alisma arkadaslarim dostlarim ve aile

fertlerine tesekkur ediyorum.
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