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OZET

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen habis bir hastaliktir. Amerikada her sekiz
kadindan biri meme kanserine yakalanmaktadir. Bu nedenle tizerinde arastirmalarin sik
yapildign bir hastaliktir. Bu g¢aliymada, meme kanserinin patogenezinde ve prognozunda
Snemi olan HER2/neu onkogeni ve p53 tiimor siipressdr geni aragtirildi. Giintimiizde en sik
immunohistokimya teknikleriyle tespit edilebilen HER2/neu onkogen amplifikasyon varligi
ve p53 tiimdr siipressdr gen delesyonu, yeni bir yontem olan ve gen kopya sayisim kantitatif
olarak olgen RT-PCR teknigi kullamlarak 6lgiildii. HER2/neu onkogen amplifikasyonu ile
p33 tiimdr silipressor gen delesyonu arasindaki iligki arastirildi ve histopatolojik prognostik
faktorlerle kargilagtirilda.

Retrospektif yapilan ¢aligmada 46 invazif meme kanseri ve 4 adet selim meme hastalig
olan toplam 50 hastayla ¢aliyma yiiriitiildii. Hastalarin tamaminda, tlimoriin histolojik tipi,
timoriin - grade’i, tiimor biylikliigli, lenf nodu invazyonu, immunohistokimya ile
degerlendirilmis ve Ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) sonuglar
bilinmekteydi. Bu bilgilere ek olarak 25 hastanin immunohistokimya ile degerlendirilmig
HER2/neu sonuglart bilinmekteydi. Timdr parafin bloklarindan yapilan kesitler lam {izerine
tespit edildi ve bu kesitlerden tiimér dokularinin DNA’lar izole edildi.

50 hastanin tiimdr dokularindan elde edilen DNA &Orekleri, RT-PCR teknigiyle
"LightCycler" cihazinda HER2/neu onkogen amplifikasyonunu tespit etmek amaciyla
calisildi. Her bir 6rnek i¢in hedeflenen HER2/neu gen kopya sayisinun, referans gen kopya
sayisina oram hesaplandi. Buna gére bu oran < 2 ise HER2/neu onkogen amplifikasyonu
negatif olarak degerlendirildi, eger bu oran > 2 ise HER2/neu onkogen amplifikasyonu
pozitif olarak degerlendirildi. Aym1 hastalarin DNA omekleri, p53 tlimor siipressdr gen
delesyonunu tespit etmek igin LC cihazinda RT-PCR teknigiyle kantitatif olarak ¢aligildi.
Uygun PCR programinda Oncelikle saglikli kigiye ait kandan elde edilen DNA &rnegi
yardimiyla standart kalibrasyon egrisi olusturuldu. Daha sonra hastalara ait DNA 6rneklerinde
p53 gen kopya sayisi ve referans gen olan IGF1 gen kopya sayis1 elde edildi. Bu degerler
LOH (heterozigotluk kaybi) formiiline konarak p53 gen delesyonu agisindan hastalar
degerlendirildi.

Meme kanseri olan 25 hastanin immunohistokimya ile yapilmigs HER2/neu sonuglanyla
RT PCR ile kantitatif olarak dlglilen HER2/neu sonuglari arasinda anlamli iligki tespit edildi
(p< 0.05). IHC ile kargilagtirilan RT -PCR yonteminin duyarlih %57, 6zgiilliigii % 83 olarak

bulundu. Buna goére; RT-PCR yonteminin, duyarlilii ve 6zgiilligli nedeniyle gen seviye
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Slgtimlerinde giivenle kullamlabilecegi ve subjektif bir yoéntem olan [HC’dan daha {istiin
oldugu tespit edildi.

Caligmaya katilan tiim hastalarda RT-PCR ile Sl¢iilen HER2/neu onkogen amplifikasyonu
ve p53 gen delesyonu arasinda anlamli bir iliskiye rastlanmadi. HER2/neu onkogen
amplifikasyonu ve p53 gen delesyon varligi ile tiimér bitytikliigi, histolojik grade, lenf nodu
invazyonu, ER durumu, PR durumu arasinda anlamls iliski bulunamad:i (p>0.05). Ancak
HER2/neu onkogen amplifikasyonun ve p53 gen delesyonunun birlikte bulundugu hastalarda
yiiksek grade’li ttimdr varligs tespit edildi.
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SUMMARY

Breast cancer is the most common malignancy in women. In USA, breast cancer is seen
in one out of eight women. For this reason, clinical investigations are performed most
frequently on this illness. In this study HER2/neu oncogene and p53 tumor suppressor gene
which have been important for the prognosis in breast cancer were investigated. Presence of
HER2/neu oncogene amplification and p53 tumor suppressor gene deletion which are today
routinely detected by immunohystochemistry (IHC) methods, were measured by a new
method RT-PCR, assaying gene copy number quantitatively. The relationship between
HER2/neu oncogen amplification and p53 tumor suppressor gene deletion were assayed and
compared with histopathological prognostic factors.

The study was made retrospectively on 50 patients, 46 of them were invasive breast
cancer and 4 of them were benign breast disease patients. In all of the patients histological
type of the tumor, tumor grade, size of the tumor, lymph node invasion, ER and PR results
evaluated by IHC were previously known. In addition, HER2/neu results of 25 patients
evaluated by THC were also known. Sections obtained from tumor paraffinized blocks were
prepared on microscope slides and then DNA of the tumor tissues were isolated.

DNA samples obtained from 50 patients were studied in "LightCycler" device by RT-
PCR technique by an appropriate PCR programme to detect HER2/neu onkogene
amplification. The proportion of HER2/neu oncogene copy number to reference gene copy
number for every sample was calculated. If this rate is <2 HER2/neu oncogene amplification
was evulated negative, and if this rate is > 2 HER2/neu oncogene amplification was evulated
positive.

DNA samples of the same patients were also studied to detect p53 tumor suppressor
gene deletion quantitatively in a LC device by RT-PCR technique. In appropriate PCR
programme standard calibration curve was drawn by DNA sample obtained from healthy
blood. Then p53 gene copy number and IGF-1 gene copy number which is accepted as a
reference gene, were obtained from DNA samples by RT-PCR. The values were evaluated
for p53 deletion by LOH (loss of heterozygoty) formula.

HER2/neu results of 25 breast cancer patients evaluated by IHC and RT PCR
technique were compared and it showed a meaningful relation between two methods
(p<0.05). The sensitivity of RT PCR method which were compared with THC was found
57 %, and the specificity was found 83 %. According to this, it was concluded that RT-PCR
method was superior to [HC for its sensitivity and specificity in gene level measurements

and it can be used safely.
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In all of the patients, the correlation of HER2/neu oncogene amplification and p53 tumor
suppressor gene deletion which were both measured by RT-PCR methods was found
insignificant. There was also no significant correlation between HER2/neu oncogene
amplification and p53 tumor suppressor gene deletion with tumor’s grade, tumor’ size, lymph
node invasion, ER and PR status. But presence of high grade tumor was detected in patients
who have HER2/neu oncogene amplification and pS53 tumor suppressor gene deletion

together.



SIMGELER VE KISALTMALAR

DCIS Duktal karsinoma in situ

DNA Deoksiribontikleik asit

dNTP Deoksi niikleosit trifosfat

EDTA Etilendiamintetraasetik asit

ELISA Enzim-Linked immunosorbent Assay

ER Ostrojen Reseptorii

FISH Fluoresans in situ hibridizasyon

FRET Fluoresans resonans enerji transferi

HER Insan epidermal biiytime faktdr reseptorii

HERI1 Insan epidermal biiytime faktor reseptorii 1
HER2 /neu Insan epidermal biiylime faktdr reseptorii 2
HER3 Insan epidermal biiylime faktor reseptorii 3
HER4 Insan epidermal biiylime faktor reseptdrii 4

IGF-1 Instilin Benzeri Biiylime Faktorii 1

IGF-BP3 Insiilin Benzeri Biiylime Faktoriine Bagli Protein3
IGFR [nsiilin Benzeri Bliylime Faktorii Reseptorii

HC Immunohistokimya

LC ‘LightCycler’

LOH Heterozigotluk kayb: (Loss Of Heterozigoty)
MAPK Mitojen Aktive Protein Kinaz

p21 Protein 21

pS3 Protein 53

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PI3 Fosfoinozitol 3

PR Progesteron Reseptorii

RT PCR Es Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( Real Time PCR)
uv Ultraviyole

WHO Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organisation)
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1. GIRIS VE AMAC:

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen habis hastaliktir. Meme kanserinden 6lim
siklign kadinlarda akciger kanserinden sonra ikinci sirada gelir (1). Amerikada her sekiz
kadindan biri meme kanserine yakalanmaktadir (1). Bu nedenle {izerinde arastirmalarin sik
yapildig1 bir hastaliktir.

HER2/neu protoonkogeni fizyolojik sartlarda normal hiicre bitylimesinin regiilasyonunda
Onemli goérevlere sahip olup onkogenik amplifikasyonu meme kanserli hastalarin %25-30°
unda bulunmaktadir. Bu onkogen amplifikasyonuna sahip meme kanserli hastalarda sik
relaps, kisa yasam siiresi, mevcut tedavilere direng, kisaca kotli prognoz varlifi tespit
edilmistir. Tedavi protokollerinin degismesine sebep olan bu onkogen varliginda klinisyenler
anti HER2 terapiyi gelistirmislerdir (2). Giiniimiizde HER2/neu onkogeninin tespit edilmesi
meme kanserli hastalarda giderek 6nem kazandigindan HER2/neu onkogenin 6l¢tim metodlar:
geligtirilmektedir (2). Bu nedenle bu ¢aligmadaki birinci amacimiz RT PCR teknigiyle meme
kanserli hastalarda HER2/neu onkogen amplifikasyonunu kantitatif olarak lgmek ve en sik
kullanilan 6l¢tim teknigi olan IHC ile kargilagtirmaktir.

Meme kanserli olgularin yaklasik % 30-50’inde p53 gen mutasyonuna rastlamlmigtir.
p53 genomlarin koruyucusu olarak adlandirilan bir timor siipressor gendir. p53 proteinin
normal fonksiyonu hiicresel diizeyde normal hiicre biiyimesinin regiilasyonu, gen
transkripsyonu, DNA onarimi ve genomik stabiliteyi saglamaktir. p53 mutasyonun varlig
tiimor gelisimi, prognoz, tedaviye cevap agisindan 6nem tagir. pS3 tlimor siipressor genindeki
degisiklikler ve HER2/neu onkogenin amplifikasyonu invazif duktal meme kanserinin
patogenezinde birlikte rol oynamaktadirlar. Bu nedenle arastirmacilar HER2/neu onkogen
varligi ve p53 mutasyonlarimin birlikteligini meme kanserli olgularda arastirmuslar ancak
tartismali sonuglar elde etmislerdir (3,4). Bu ¢aligmadaki amacimiz yine RT PCR yo6ntemiyle
p53 tiimor siipressor geninin kantitatif olarak gen kopya sayisim Slgerek p53 delesyonuna
sahip hastalarla HER2/neu onkogen amplifikasyonu olanlar arasinda iliski olup olmadigini
irdelemektir.

Gerek HER2/neu onkogen amplifikasyonun varlifi gerekse de p53 tlimor silipresdr gen
mutasyon varlii meme kanserinde prognostik agidan ¢ok onemlidir. Arastirmacilar
HER2/neu onkogen amplifikasyonu ve p53 tiimor siipresor gen degisiklikleri olan hastalarda
kotii prognoz saptamiglardir. Ancak lenf nodu durumu, timdr ¢apr gibi bazi histopatolojik
prognostik faktorlerle ilgili sonuglar net degildir. Bu nedenle RT PCR ydntemiyle Sl¢lilen
HER2/neu onkogen amplifikasyonu ve p53 gen delesyonunun, hastalarin histopatolojik
prognostik faktorleriyle karsilagtirilmasi bu ¢aligmanin diger bir amacim olusturmaktadir.



2.GENEL BiLGILER:
2.1. MEME KANSERI:

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen habis hastaliktir. Meme kanserinden 6liim siklig1
kadinlarda akciger kanserinden sonra ikinci sirada gelir (1). Epidemiyolojik ¢aligmalar, meme
kanseri insidansinin son elli yil iginde artig g6sterdigini tespit etmigtir. Bat1 toplumlarinda
meme kanseri goriilme sikligi artmaktadir. Ingilterede bu oran oniki kadinda bir olarak tespit
edilmistir (5). Amerikada her sekiz kadindan biri meme kanserine yakalanmaktadir(1). Meme
kanseri cocukluk cag harig her yasta goriilebilir. 35 yasin altinda daha nadir goriiliir.

Cografi konum, genetik predispozisyon, artmis yag, erken menars, ge¢ menapoz,
multiparite, ilk gocuga 30 yagin iistiinde sahip olmak, obezite, eksojen Ostrojen alimi, oral
kontraseptifler, atipik epitelyal hiperplaziyle giden fibrokistik degisiklikler, kontralateral

meme veya endometriyum kanserinde meme kanseri gériilme riski artmaktadir (6).

2.1.1. MEME KANSERININ HiSTOLOJIK TiPLERI:

Meme kanserlerinin tlimiini adenokarsinomlar olusturur, terminal duktusun lobuler
initesinin glandular epitelinden kaynaklamrlar. Meme kanserinin histolojik simflamasi Diinya
Saglik Orgiitti (World Health Organisation, WHO) tarafindan asagidaki gibi yapilmistir (6).

A.Noninvazif Karsinom
la.Ductal karsinoma in situ (DCIS)
1b.Paget hastaligiyla birlikte olan DCIS
2a.Lobiiler karsinoma in situ (LCIS)

B.invazif (Infiltratif) Karsinom
la.Invazif duktal karsinom
1b. Paget hastalifiyla birlikte olan invazif duktal karsinom
2. Invazif lobuler karsinom
3.Mediiller karsinom
4. Kolloid (Miisindz ) karsinom
5.Tibiiler karsinom
6.Adenoid kistik karsinom
7.Apokrin karsinom
8.Invazif papiller karsinom

Noninvazif Meme Karsinomu: Bazal membran1 agmamig neoplastik hiicre grubunun

olusturdugu kanser tipidir. Bu nedenle uzak metastaz yapma kapasitesine sahip degildir.



Ancak duktal ve lobuler karsinoma in situdan invazif karsinom gelisebilir. Bu durum invazif
kanserin Onciistidiir.

Invazif Meme Karsinomu: Neoplastik hiicrelerle stromal invazyon ve fibroblastik
proliferasyon geligir bunun sonucunda klinikteki en Snemli bulgusu olan kitle olugur. Meme
kanserinin en sik goriilen histolojik tipi invazif duktal karsinomdur. Tiim invazif meme
karsinomlar1 icinde goriilme sikhign %75°dir (6). Invazif meme karsinomunun histolojik

tiplerinin insidans1 séyledir;

Invazif duktal karsinom Insidans( %)
Saf 52.6
Miks 22.0
Mediiller karsinom 6.2
Kolloid karsinom 2.4

Paget hastalig1 2.0
Diger saf tipler 2.0

Diger miks tipler 1.6
Invazif lobular karsinom 4.9

Miks lobiiler ve duktal tip 6.0

2.1.2. MEME KANSERINDE PATOGENEZ:

Meme kanserinin patogenezi giiniimiizde anlasilmaya g¢aligilmaktadir. Epidemiyolojik,
molekiiler ve klinik genetik ¢alismalarda artmug risk faktorleri belirlenmistir. Bunlar i¢inde en
onemlisi genetik faktorlerdir. Hormonal degisiklikler, cografya, radyasyon, fibrokistik
degisiklikler, gecirilmis meme veya endometrium kanseri, viriisler, genomik degisiklikler

patogenezde etkili bulunmustur (6).

2.1.2.1. MEME KANSERi VE GENETIiK DEGIiSIMLER:

Meme kanseri genetik gegisli bir hastaliktir. Cok basamakli ve karmagik bir ¢ok etken
timor olusum mekanizmasinda rol oynar. Genetik degisimler olarak onkogen
amplifikasyonlar1 ve timor siipressor genlerdeki inaktivasyonlar tamimlanmistir (7). Meme
kanserindeki genetik degisimler hastalifin klinikteki seyriyle iligkili bulunmus ve genetik
degisiklikleri tespit etmek i¢in ¢esitli standardizasyon teknikleri kullanilmaya baglanmugtir.

Meme kanserinin herediter formlarinda germ hiicrelerindeki bazi genlerde mutasyonlar

bulunmusgtur (8). Bunlar; BRCA1, BRCA2, p53, E~cadherin gibi tiimér siipressor genleridir.



BRCA1 geni 17. kromozomda (17q12-21) lokalizedir. Tiimér siipressér gen olarak
tammlanir. BRCA1 geni transkripsyonda gorevlidir, apoptozisde rol oynar. Genomik
stabiliteyi saglar ve DNA onariminda islevi vardir. Bu gendeki nokta mutasyon veya delesyon
meme kanserine yakalanma riskini arttirir. Sporadik olgularda BRCA1 geninde somatik
mutasyon nadirdir.

BRCA2 geni 13.kromozomda (13q12-13) bulunur. Tiimor siipressor gendir. BRCA2 geni
DNA onarimini, hiicre siklusunu ve transkripsyonu kontrol eden proteinleri kodlar. Meme
epitel hiicrelerinin farklilasmasinda gorevlidir. Sporadik meme kanserinde BRCA2 geninde
mutasyon nadirdir.

p53 tlimor supressor geni (17pl2) nukleer bir protein kodlar. Bu genin goérevi
transkripsyon regiilasyonunu, DNA replikasyonunu ve apoptozisi diizenlemektir. Herediter
meme kanseri ve sporadik olgularda mutasyonlarina rastlanabilir.

E-cadherin geni (16g22.1) bir hiicre adezyon proteini kodlar. Epitel hiicreleri arasindaki
adezyonu diizenler. Bu gendeki mutasyon invazif lobuler karsinomla iligkilidir.

Sporadik olan meme kanserlerinde somatik genlerde mutasyonlar goriilirken germ
hiicrelerinde mutasyon yoktur. Mutasyonlara onkogenler sebep olur. MYC, CCNDI,
HER2/neu gibi onkogenler sporadik olgularda rol oynarlar (8).

MYC geni bir nuklear protein kodlar hiicre biiylimesi ve apopitosizin diizenlenmesinde rol
oynar. MYC gen amplifikasyonuna meme kanserli olgularda rastlanabilir ve Gstrojen
reseptorii negatif olgularla birlikte bulunur. K6tii prognozu gosterir.

CCNDI1 geni hiicre siklusunda gérevlidir. CCND1’nin 6strojen reseptdriine baglandigi ve
gen amplifikasyonunun Jstrojen resptérii pozitif olgularla birlikteligi tespit edilmistir. Kott
prognozu gosterir.

HER2/neu onkogeni (17q12) 185kDa’luk transmembran glikoprotein kodlar. Sitoplazmik
tirozin kinaz aktvitesine sahiptir. Insan epidermal biiytime faktor reseptor ailesine mensuptur.
Mitozu arttirarak onkojenik etki yapar (9).

Meme kanserinin olugmasi ¢ok basamakli bir genetik modelle agiklanabilir. Buna gore
LCIS ve lobuler karsinomun olugmasinda E-cadherin inaktivasyonu rol oynar. BRCA1 ve
BRCA2 gen mutasyonlar: herediter meme kanserine sebep olur ve yliksek grade meme
kanseriyle birlikte goriiliirler, sporadik olgularda etkisizdirler. p53 ve HER2/neu gen
mutasyonlar kétii diferansiye DCIS ve yiiksek grade meme kanseriyle iligkilidir (Sekil 1).
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Sekil 1: Meme kanseri olusumunun genetik modelle agiklanmasi (7)

2.1.2.2. MEME KANSERI VE HORMONAL FAKTORLER:

Over kaynakli steroidler olan Gstrojen ve progesteron hormonlari normal meme
bezinin gelisiminde rol oynarlar. Kadin {ireme organlarindaki etkilerini hiicre iginde yer alan
reseptorleriyle gergeklestirirler (10,11). Ostrojen hormonu normal meme epitel hiicrelerinin
cogalmasinda ve farklilagmasinda gorevlidir ve etkilerini Ostrojen reseptorleri (ER) ile
gerceklestirir. Uzun siire Ostrojen etkisinde kalmak invazif meme kanseri igin risk
olusturmaktadir. Bu durum Ostrojenin meme epiteli {izerindeki mitojenik etkilerine baglidir
an.

Hiicre yiizeyindeki ¢esitli bilylime faktorlerinin reseptorleri, intraseliiler sinyal kaskadi
yolu ile ER’nlin a alt biriminin aktivasyonuna sebep olmaktadir. ER’niin aktivatdrleri
epidermal biiylime faktorii reseptorleri (EGFR), HER2/neu, instiline benzer biiylime faktor
reseptorleri (IGFR) olarak tanimlanir. Bu reseptorler fosfoinozitol-3 (PI3) ve mitojen aktive
protein kinazi (MAPK) aktive ederek hiicre gogalmasina neden olurlar (Sekil 2).

Bunun yaninda ER’niin « alt birimi hiicre membraninda veya sitoplazmada kendisi
Ostrojenin etkisiyle direkt olarak hiicre i¢i sinyal kaskadini PI3 ve MAPK’1 aktive edebilir ve
hiicre gogalmasim arttirir (Sekil 3).

Invazif meme kanserli hastalarin %60-70’inde ER pozitifligine rastlanmaktadir. ER
pozitif bulunan hastalarda diisiik relaps, uzamig yagam siiresi ve endokrin tedaviye ER negatif
hastalara gore iyi cevap alinir. ER pozitif ancak tamoxifene resistan vakalarda bliytime

faktorlerinin aktivasyonlar: suglanmaktadir. Progesteron reseptorleri ostrojen tarafindan



regiile edilir ve benzer etkilerle artmus ekpresyonu invazif meme kanserli hastalarm %50-
60°inda goriiliir. PR pozitif hastalarda iyi prognoz ve antihormonal tedaviye iyi cevap

alinmaktadir.
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Sekil 2: ER reseptorlerinin biiytime faktorleriyle aktivasyonu (11)
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Sekil 3: ER reseptorlerinin Sstrojen ile direkt aktivasyonu (11)



2.1.3. MEME KANSERINDE PROGNOSTIK FAKTORLER:

Meme Kkanserinde prognozu bir ¢ok faktdr etkiler. Tami kondugu zamandaki evre
Onemlidir. Meme kanserinde evre tiimdr biiyiikliigii ve metastaz varligi ile simiflandirilir.
Primer ttimdriin ¢ap1 2 cm’den kiigtikse iyi prognozu gosterir. Lenf nodu invazyonu ve uzak
bolgelerdeki lenf nodu sayis1 yasam siiresi ile yakindan ilgkilidir. Tiimériin histolojik tipi ve
grade 6nemli prognostik faktdrlerdir. Timoriin grade’i, glandiiler diferansiyasyona ve nukleer
atipiye gore belirlenir. Ostrojen ve progesteron reseptdr pozitifligi iyi prognoz gostergeleridir.
Tiimoriin gogalma hizi ve DNA anaploidisi prognozda etkilidir. Onkogen amplifikasyonu ve
aktiviteleri, biiytime faktorleri ve reseptorleri 6nemlidir. HER2/neu onkogeni kot prognostik

bir géstergedir. Tiimordeki anjiogenez diizeyi metastaz gelismesinde etkilidir (6,10).

2.1.4. MEME KANSERINDE TEDAVI:

Meme kanserinde en etkili tedavi erken teshistir. Diizenli araliklarla kisinin kendini
muayene etmesi, mamogram c¢ekilmesi ve hekim tarafindan yapilan periyodik kontroller
meme kanseri mortalitesini %30 oraninda azaltmigtir. Klinikte en sik kitle ile fark edilirler.
Ince igne aspirasyon biyopsisi ile tan1 konmaktadir (1).

Primer meme kanseri teshisi konan hastalarda tedavi cerrahidir. Mastektomi veya meme
koruyucu lumpektomi hastaligin evresine gore yapilir. Adjuvan tedavide radyoterapi, lokal
niiksleri ve lenf nodu metastazlarm 6nlemede kullanilir. ileri evrede yakalanmis hastalara
sistematik kemoterapi uygulanmaktadir. Siklofosfamit, metotreksat, florourasil gibi
kemoteropatikler uygulanir.

Antihormonal tedavi §strojen reseptdrii pozitif hastalara uygulanir. Tedavide antiGstrojen
ajan olan tamoxifen yararlidir, ayrica Ostrojen sentezini inhibe eden aromataz inhibitorleri
letrozole, anastrozole kullanilmaktadir (10,11).

HER2/neu gen amplifikasyonu bulunan hastalarda tamoksifene ve kemoteropatik
ajanlara kars: resistans saptannmugtir. HER2/neu ekspresse eden meme kanser hiicrelerine karsi
immun tedavi yOontemi gelistirilmigstir. Anti HER2 olan Herceptin tek bagina veya sitotoksik
kemoteropatiklerle kombine olarak kulanilmaya baglanmigtir (12). Anti HER2 tedavisi,
HER2/neu pozitif timor hiicrelerinin biiylimesini stiprese ederken, HER2/neu negatif
hiicrelere kars1 etkisizdir (13).



2.2. MEME KANSERI VE HER2/neu ONKOGENIN ILiSKiSi:
2.2.1. HER2/neu’UN YAPISI VE FONKSYONLARI:

Insan epidermal biiytime faktérii reseptér ailesi (HER) fizyolojik sartlarda normal hiicre
biiytimesinin regiilasyonunda onemli gorevlere sahiptir. HER ailesi dort tane gen tarafindan
kodlanan homolog reseptérleri igerir (14). HER1, HER2/neu, HER3, HER4 olarak
adlandirilirlar.  HER2/neu, HER ailesi i¢inde merkezi role sahiptir. HER2/neu gen
amplifikasyonu kanser gelisimi ile ilgilidir ve meme kanserinde onemi vardi. HER
reseptorleri hiicre membraninda lokalize olmuslardir ve benzer yapisal 6zellikler gésterirler.
HER2/neu, bityiime faktorii baglama ozelligi olan bir ekstraseliiler bdlge. lipofilik olan
membranlar aras1 bélge ve bir de protein kinaz aktivitesi bulunan intraseliiler bolge igerir
(Sekil 4). HER2/neu ve diger ii¢ HER ailesi transmembran tirozin kinaz reseptorleridir ve
biiyiime aktivasyonunu gergeklestirirler (15). Tirozin kinaz enzimi adenozin trifosfattaki

fosfor gruplarini proteinlerdeki tirozin molekiillerine aktarir.
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Sekil 4: HER2/neu reseptor yapisi (14)

HER2/neu geni 17. kromozomun uzun kolunda lokalize olmus ve 1255 amino asitten
olusmus 185 kD’luk transmembran glikoproteini kodlar. HER2/neu aktivasyonu genellikle
ligandlarina ve diger HER reseptérlerine baglidir. Ekstraseliiler bolgeye epidermal biiytime
faktorii baglandiginda, intrinsik protein tirozin kinaz aktivasyonu sonucu sinyalizasyon
gergeklesir ve gen aktivasyonu sonucunda hiicre biiyimesi kontrolii ve farklilagmasi
gerceklesir (Sekil 5). HER2/neu birgok hiicre sistemlerinden eksprese edilir, normal hiicre

bitylimesi ve gelismesinde 6nemli rol oynar.



Biytime faktorii e

Plazma ___,’,"]iqln!l‘\__ y
membrani

Sitoplazma _,.

Sekil 5: HER2/neu reseptér stimiilasyonu (14)

2.2.2. HER2 /neu GEN AMPLIFIKASYONU VE KANSER:

HER2/neu proto-onkogen olarak tanimlanan bir gen grubuna dahildir. Proto-onkogenler
bir ¢ok 6nemli proteini kodlarlar, 6r: bilyiime faktdrleri, bityiime faktor reseptorleri sayilabilir.
Bunlar normal hiicre bilyiimesinde ve farklilasmasinda gorevlidir. Eger proto-onkogenler
nokta mutasyonu, translokasyon veya gen amplifikasyonu sonucu degisime ugrarlarsa
anormal ve artmig hiicre biiylimesi olusturarak kanser olusumuna sebep olurlar. Mutasyona
veya degisime ugramis proto-onkogen onkogen olarak tanimlanir (16).

Kemik, kas, deri, kalp, akciger, intestinal ve meme epiteli gibi bir ¢ok hiicrede HER2/neu
diisiik miktarda ekprese edilir ve HER2/neu geninden iki kopya igerirler. Onkogenik
transformasyon sonucu hiicrelerde gen kopya sayist ve mRNA transkripsiyonu artar, hticre
yiizeyindeki HER2/neu reseptor sayist 10-100 kat artis gosterir. Onkogenik transformasyon
sonucu biiylime faktdr reseptdrlerinin  artmasi, kontrolsiiz hiicre biiyiimesine ve timor
olusumuna neden olur. HER2/neu gen amplifikasyonu meme, over, endometriyum, mide,
pankreas, prostat ve tiikriik bezi kanserlerinde goriiliir(16,17).

Meme kanserinde, HER2/neu proto-onkogeninde translokasyona ve transmembran nokta
mutasyonuna rastlanilmamistir.  Meme kanserinde, HER2/neu gen amplifikasyonu
olusmustur. Bunun sonucunda hiicrede gen kopya sayisi, mRNA transkripsyonu, hiicre
yiizeyindeki protein reseptdr sayisi ve ektraseliiler bélge reseptorii artar (Sekil 6). Artmig
ekspresyon agresif hiicre bilytimesine sebep olur (18). Ayrica tamoksifene direngli timorlerde

HER2 /neu gen amplifikasyonu suglanmustir (19).
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Sekil 6: HER2/neu gen amplifikasyonu (20)

2.2.3. HER2/neuw’'UN MEME KANSERINDE PROGNOSTIK ONEMI:

Meme kanserli hastalarm %25-30’unda HER2/neu gen amplifikasyonunun varlig
saptanmug ve hastaligin gidigati ile iliskili bulunmustur (21,22). HER2/neu onkogeni, meme
kanserinde prognostik ve prediktif degere sahiptir (23). Meme kanserli hastalarda, HER2/neu
gen amplifikasyonu lenf nodu durumu ve steroid hormon reseptdr pozitifligi gibi degerli bir
prognostik gosterge olarak kabul edilmektedir. HER2/neu gen amplifikasyonu agresif bir
form, sik relaps, kisa yasam siiresi ve tedaviye kotii yamtla karakterize olmustur. Meme
kanserli hastalarda HER2/neu gen amplifikasyonu yoksa ortalama yasam siiresi 6-7 yil olarak
belirlenirken, HER2/neu pozitif olgularda ortalama yasam siiresi 3 yil olarak gosterilmistir
(21,22, 24).

HER2/neu pozitifligi diger prognostik faktérlerle birlikte aragtinlmig ve birbirleri
arasindaki iliskiler irdelenmistir (18).

Steroid hormon reseptorleri olan ER ve PR meme kanserinde prognoz ve adjuvan tedaviye
yamt agisindan degerlidir. Yapilan ¢ahismalarda HER2/neu pozitifligi ve streoid hormon
reseptor durumu arasinda giiglii iliski oldufu belirtiimektedir. ER ve PR reseptorii negatif
olgularda HER2/neu pozitifliginin, ER ve PR pozitif olgulara gore iki kat fazla gériildiigi
bildirilmigtir (18).

Meme kanseri tamis1 konuldugundaki yas ve menopozal durum HER2/neu pozitifligi ile
birlikteligi aragtirlmistir. Bir ¢ok ¢aliymada HER2/neu pozitifigine daha geng hastalarda

rastlanmis ve menopozal durumla iligkili bulunmamustir.
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Birgok c¢aligmada tiimor biiyiikligi ve HER2/neu pozitifligi arasinda bir korelasyon
bulunmamistir. Ancak lenf nodu negatif ve tiimor ¢apt 2 em’den bilyiik olgularda HER2/neu
pozitifligi ile korelasyon bildirilmistir (23).

Lenf nodu pozitif meme kanser olgularinda HER2/neu gen amplifikasyonu arasinda
korelasyon bulunmustur. Bu hastalarda relaps ve azalmis yasam siireleri tespit edilmistir. Lenf
nodu negatif meme kanser olgularinda ise tartismali sonuglar elde edilmistir, ancak HER2/neu
gen amplifikasyonu olan lenf nodu negatif hastalarda artrms metastaz riski saptanmigtir
(23,25). Bu bulgular HER2/neu'nin agresif meme kanserinde biyolojik belirte¢ olarak
nitelendirilebilecegini gostermistir.

HER2/neu pozitifligi olan primer meme timorlii olgularda. rekiirens goérilmektedir.
HER2/neu pozitifligi olan vakalarda akciger, beyin, karaciger ve daha nadir olmakla birlikte
kemik metastazlar1 gortilmektedir (25).

HER2/neu gen amplifikasyonun, meme kanserinin histolojik tiplerinde insidansi farklidir.
Invazif duktal meme karsinomunda %22, lobuler karsinomda %7 oraninda rastlanir. Kotii
diferansiye ductal karsinoma in situ olgulart HER2/neu pozitifligiyle birliktedir (26).

Histolojik grade en dnemli prognostik faktorlerden birisidir. Mitotik aktivite, invazyon,
nukleer atipinin derecesi HER2/neu pozitifligiyle yakindan ilgilidir. Yiiksek histolojik grade
ile HER2/neu gen amplifikasyonu birlikte goriiliir (27).

Sonug olarak HER2/neu onkogeninin pozitifligi ile stroid reseptorleri arasinda ters bir
oran oldugu, bunun yaninda tiimériin histolojik tipi, niikleer atipi, yiiksek histolojik grade.
tiimor anoploidisi, artmis hiicre ¢ogalmasi arasinda giiglii pozitif' bir korelasyon oldugu
bilinmektedir. Ancak lenf nodu durumu ve tiimoriin biiytikligi ile HER2/neu pozitifligi

arasindaki iliski ¢ok net degildir (28-30).

2.2.4. HER2/new’UN MEME KANSERINDE TEDAVIDEKI YERI:

HER2/neu onkogenin prognostik parametrelerle iliskisinin yaninda tedavi protokollerinin
belirlenmesinde prediktif degere sahiptir. HER2/neu pozitif hastalarin tamoxifen ve diger
hormonal tedavilere direngli oldugu tespit edilmistir. Ayrica gesitli kemoterapatiklere direngte
de etkilidir. HER2/neu pozitif hastalarda antrasiklin tedavisine iyi cevap alinirken,
siklofosfamit/metotreksat/5-florourasil tedavisine kotii cevap alinir (23,31). Bu nedenle
HER2/neu pozitif hastalarda denenmek tlizere yeni tedavi yontemleri gelistirilmistir.
HER2/neu ekspresse eden meme kanser hiicrelerine karst immun tedavi gelistirilmistir. Bu
tedavide HER2/neu proteinin ekstraselliiler bolgesine karsi gelistirilmis, monoklonal antikor

olan Herceptin tedavide kullanilmaktadir, anti HER?2 tedavi de denmektedir (32). Anti HER2
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tedavi, HER2/neu pozitif timér hiicrelerinin bilyiimesini engellerken, HER2/neu negatif
hiicrelere karsi etkisizdir (33). Herceptin tedavisi tek basina veya kemoterapiyle birlikte
kullanilmaktadir. Ozellikle HER2/neu pozitif metastatik meme kanserli olgularda yasam
siiresini belirgin uzatmaktadir (34). Herceptin, kemoteropatik ajanlarin yaptigi yan etkileri

yapmaz, ancak kardiak disfonksiyon agisindan hastalar takip edilmelidir.

2.3. MEME KANSERi VE p53 TUMOR SUPRESSOR GEN iLISKiSi:
2.3.1. p53 TUMOR SUPRESSOR GENININ YAPISI VE FONKSIYONLARI:

p53 genomlarin koruyucusu olarak adlandirtlan bir tiimor stipressor gendir. p53 gen
mutasyonu kanser olgularinda en sik rastlanan genetik anomalidir (35).

p53 geni 20 kb uzunlugunda olup 17. kromozomun kisa koluna lokalize olmustur. Bu gen

firlinti 393 amino asit igeren 53 kDa molekiiler agirliga sahip bir nukleer fosfoproteindir. p53
proteinin ti¢ adet bélgesi bulunmaktadir. Amino veya N terminal bdolgesi primer olarak
transkripsiyonel aktiviteye sahiptir. Santral veya kor bélgesi olarak adlandirilan bolge DNA
baglamakla gorevlidir. Bu bolge p53°iin normal aktivitesinde ve kanser olgularindaki p53
mutasyonu agisindan kritik dneme sahiptir. Bir diger bolge Karboksi veya C terminal bolgesi
dir, niikleer lokalizasyon sinyalleri igerir.

p53 proteinin normal fonksiyonu hiicresel diizeyde normal hiicre biiytimesinin
regiilasyonu, gen transkripsiyonu, DNA onarimi ve genomik stabiliteyi saglamaktir. p53
strese bagli bir uyaran tarafindan aktive olur. Bu stres DNA hasari, 1s1 soku, iyonize
radyasyon, ultraviyole radyasyon, veya kemoteropatik ajanlar olarak sayilabilir. Bu
uyaranlara kargi cevap olusturur, hiicre siklusunu G1 fazinda duraklatir ve DNA onarimu igin
olanak saglar veya alternatif olarak apoptozise yani programh hiicre 6liimiine yol agar. p53
proteini bazi transaktive edici genlerle birlikte (GAADDA45, p21, bax, MDM-2, IGF-BP3) bu
fonksyonlarim yerine getirir (36). Transaktive edici genler p53’iin etkisiyle hiicre biiytimesini

duraklatip, gerekli hallerde apoptozisi baslatir (Sekil 7).
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Sekil 7: p53 aktivasyon mekanizmasi (36)

2.3.2. p53 VE MEME KANSERI :

p53 mutasyonu tim kanser olgularinin % 50’sinde bulunur (37). Kanser olgularinda pS53
geninde en sik nokta mutasyonlara rastlanir. Bu mutasyonlarin ¢ogu p53 proteinin DNA
baglayan bolgesinin 4 ile 10. eksonlari arasinda bulunur. Meme. kolon, mide, over, akciger,
beyin, ve ozafagus kanserlerinde p53 mutasyonuna rastlanmaktadir. Saglikli p53 geni bir
timdr stipressor gen olarak islev goriirken, mutant tipi dominant bir onkogen gibi davranir
(37). p53 genindeki mutasyon sonucu hiicre ¢ogalmasinin kontrolii bozulur, DNA daki
hasarlar onarilamaz. genetik olarak instabil bir durum ortaya ¢ikar.

Meme kanserli olgularin yaklagik % 30-50’inde p53 mutasyonuna rastlamlmistir. Meme
kanserli olgularda 17. kromozomun kisa kolunda heterozigoti kaybi sonucu olugan mutasyon
tipi tammlanmugtir. p53 mutasyonun varligi timor gelisimi, prognoz, tedaviye cevap agisindan
Onem tagir.

Ailevi meme kanseri olgusu olan Li-Fraumeni Sendromunda p53 mutasyonu tanisal deger
tagir. Bu sendrom nadir goriilmekle birlikte otozomal dominant gegislidir. Li-Fraumeni
Sendromunda kemik, yumusak doku sarkomasi, losemi, adrenokortikal, beyin, meme
kanserleri goriilebilir. Bu sendromu tasiyan ailelelerin %70%inden fazlasida p53 germ

mutasyonu varhg tespit edilmistir. Klinik agidan tanida yararlidir.



Sporadik meme kanserli olgularda p53 proteininde degisiklikler, fonksiyon kayiplari
spesifik mutasyonlarina gére daha sik goriliir. Sporadik meme kanserli olgularin %15-
35’inde spesifik p53 mutasyonu goriiliir (36).

Spesifik p53 mutasyonu saptanan meme kanserli olgularda tiimoriin antineoplastik
ajanlara cevabi zayif bulunmustur. p53 fonksiyon kayiplari olan meme kanserli olgularda
kemoteropatik ajanlara relatif direng vardir. Meme kanser olgularindaki p33 gen degisiklikleri
kotii prognostik gostergedir. Bu mutasyonun varhig yiiksek timér proliferasyon hizi, erken
rekiirens, nod negatif meme kanser olgularinda erken 6liim ile baglantili bulunmustur. Kisaca
p53 mutasyon varhg daha agresif meme kanseri lehine bir biyolojik gostergedir. Bunun
yaninda timériin proliferatif hiziyla ilgili malign potansiyel tagtyan HER2 onkogeni, bcl-2
protoonkogeni, Ki-67 antijeni ve prognostik éneme sahip dstrojen ve progesteron reseptor
durumlart ile iligkisi oldugu arastirilmistir.

p53 mutasyonu veya bu proteindeki anormallikler normal meme dokusunda ve selim
lezyonlarda ¢ok nadiren gériiliir. Bununla birlikte yiiksek grade DCIS ve komedo tiplerinde
invazif duktal kansere doniisiim hizlidir. p53 mutasyonunun sikligi meme kanserlerinin
histolojik tiplerinde farklilik gdsterir. Invazif duktal kanserlerde diger tiplere oranla ¢ok daha
sik rastlanir, ayrica iyi diferansiye formlarda nadiren goriiliir. p53 mutasyonu ile yiiksek
grade tlimor, anaploidi, yiiksek mitotik hiza sahip meme kanserleri birlikte gériilmektedir.
Ayrica p53 anormallikleri Gstrojen ve progesteron reseptdr negatifligi ile daha sik goriiliir. Bu

nedenle prognostik éneme sahiptir (38,39).

2.3.3. pS3TUMOR SUPRESSOR GENININ VE HER2/neu ONKOGENIN BIRLIKTE
MEME KANSERINDEKI ONEMIi:

Meme kanserinde neoplastik déniisiim ve timér gelisimi ¢ok basamakli karmagik genetik
degisikliklerle agiklanmaktadir. Onkogen aktivasyonlari ve tiimor siipressor genlerdeki
inaktivasyonlar kanserle sonuglanmaktadir. HER2/neu onkogen amplifikasyonu ve p33 tiimér
stipresor genindeki mutasyonlar invazif duktal meme kanseri olusumunda onemli rol
oynamaktadir (7). Bu iki gendeki degisiklikler timdr olusumunun yaninda prognostik agidan
da degerlidir.

HER2/neu onkogen amplifikasyonu tek bagina lenf nodu pozitif meme kanserlerinde kétii
prognostik gostergedir ancak lenf nodu negatif olgularda tartismali sonuglar elde edilmistir.
p53 mutasyon varhg ézellikle lenf nodu negatif meme kanser olgularinda agresif timér ve

kot prognozla iligkilidir.
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HER2/neu onkogeninin amplifikasyonu ve p53 mutasyonun bir arada incelendigi
immunohistokimyasal ¢aligmalarda tartismali sonuglar elde edilmistir. Her iki gendeki
degisikliklerin birbirinden bagimsiz iki prognostik faktér oldugu ancak her ikisinde de
anormallik olan durumlarda daha kéti prognoz gelistigi bildirilmistir (3). HER2/neu
onkogeninin amplifikasyonu ve p53 mutasyonun bir arada oldugu olgularda tedaviye
cevapsizlik tespit edilmistir.

Yapilan diger ¢alismalarda ise HER2/neu pozitif meme kanserli olgularin ¢ogunda p53
degisikliklerine de rastlanmus, aralarinda korelasyon tespit edilmistir. Ancak tartismasiz olan
sonug her iki gendeki anormalligin bir arada oldugu olgular daha kotii prognoza sahip

tedaviye cevapsiz olgulardir (4,40).

2.4. pS3TUMOR SUPRESSOR GENININ VE HER2/neu ONKOGENIN OLCUM
YONTEMLERI:

Cesitli laboratuvar teknikleriyle HER2/neu proteinin atmis ekspresyonu, HER2/neu
onkogenin amplifikasyonu veya tiimor hiicrelerinden kan dolasgimina gegmis HER2/neu
proteinin miktart Gl¢lilebilmektedir (41). HER2/neu proteinin artmig ekspresyonu
immunohistokimya (IHC) veya enzim immunodlgiim yontemlerinden ELISA ile
gosterilebilmektedir. HER2/neu onkogenin amplifikasyonu ise Southern Blot, FISH, ve PCR
teknikleri kullanilarak 6l¢iilmektedir (42). Bu tekniklerde cesitli hedef molekiiller HER2/neu
aplifikasyonunu ve artmis protein ekpresyonunu gostermekte kullanilir. Hedef molekiiller
timor hiicresinden elde edimis DNA, mRNA veya reseptor proteinlerdir (43).

p53 mutasyonun tespiti icin kullanilan metodlar giderek ©nem kazanmaktadir.
Immunohistokimya yéntemi en sik kullanilan yontemdir. Normal p53 proteinin yari omrii
birkag dakikadir bu nedenle THC ile tespit edilememektedir. Mutant p53’iin yar1 dmrii
uzundur ve bu teknikle gosterilebilir. IHC kolay bir 6l¢iim yontemi olmasina karsi
subjektiftir. Standardize edilmesi gerekir. Bu nedenle molekiiler biyoloji teknikleri
gelismektedir. PCR teknikleri 6n plana gegmeye baslamistir. RT PCR ydntemi ile p53 gen
kopya sayisi kantitatif olarak élgiilebilir (44).

2.4.1. IMMUNOHISTOKIMYA YONTEMI:

Immunohistokimya yéntemi, tiimér hiicrelerinden HER2/neu proteinin ekspresyonunu
gdsteren ve laboratuvarlarda rutinde en sik kullanilan tekniktir. Tmmunohistokimya yéntemi,
monoklonal ve poliklonal antikorlar kulanarak dokulardaki ve hiicrelerdeki spesifik

proteinleri ortaya ¢ikarma prensibine dayamr (16). Olgiilmek istenen antijene, antikor
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baglanmas1 kromojenik bir reaksiyon yardimiyla goriilebilir. Bunun igin peroksidaz gibi
spesifik bir enzim kullamilir. Olgiilmek istenen proteinin hiicresel lokalizasyonu 151k
mikroskopisi altinda incelenir. Immunohistokimya yontemi duyarli, hizli ve yorumlanmasi
kolaydir. Bu yéntemin duyarhhigi kullanilan monoklonal antikorlara bagli olarak degisir.
HER2/neu proteinine kargi kullamlan gesitli antikorlar farkli baglanma afinitesi ve farkli
epitop duyarliligr gosterirler bu nedenle HER2/neu protein ekspresyon oranlar degisik
bulunabilir. Ayrica HER2/neu proteinin ekspresyonunun skorlama sistemi de subjektif dzellik
gosterir. Bu nedenle IHC yénteminin standardizasyonu gok dnemlidir (17). IHC yonteminde
ornekler taze dokulardan, dondurulmug veya parafinle muamele edilmis tiimér dokularindan
elde edilir. Cerrahi olarak tiimériin ¢ikarilmasindan fiksasyonuna kadar gegen siire, kullanilan
fiksatif, ve tlimoriin fiksasyonu sonuglar etkilemektedir kisaca IHC nin performanst iyi fiske
edilmis dokulara baghdir. Ciinkii primer timériin iyi fikse edilememesi antijenik
determinantta kayiplara ve yanls sonuglara sebep olur (20). IHC yontemi kolay
yorumlanabilir olmasina karg1 en biiyiik dezavantaji, subjektif olmasidir. Bu yéntemde her
zaman kontrollerle birlikte ¢alisiimali, negatif, zayif pozitif ve kuvvetli pozitif boyandig
bilinen tiimor doku 6rneklerinden yararlanilmalidir. Bu nedenlerden dolayr IHC standardize
edilmesi HER2/neu proteininin teropatik degeri agisindan dnemlidir. Sonug olarak THC
yontemi subjektif ve semikantitatif bir yontemdir. Ornekler zayif pozitif (1+). orta pozitif

(2+), kuvvetli pozitif (3+) olarak skorlanir (42).

2.4.2. KANTITATIF REALTIME PCR:

Kantitatift RT PCR teknolojisi son zamanlarda duyarlihgi, dogrulugu ve pratikligi
sebebiyle onkolojik arastirmalarda gen seviye Slgtimlerinde kullanilmaya baglanmistir. Gen
seviyesi Olgtimleri kanser gelisimi, progresyonu, tedaviye cevap veya direngte bilgi
saglamakta diger bir deyisle tiimérlerin davramglarn hakkinda bilgi vermektedir (45).
HER2/neu onkogenin gen amplifikasyonu ve p53 gen delesyonu kantitatif RT PCR ile
oOlctilebilmektedir (44.,46).
2.4.2.1. PCR PRENSIBI:

PCR: spesifik bir DNA pargasinin milyonlarca kopyasmin primerler tarafindan
yonlendirilerek enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tamimlanan in vitro bir yéntemdir
(47.48). Hiicre iginde gergeklesen dogal DNA replikasyonunu bir tiip iginde taklit eder. Ilgili
DNA bolgesi PCR ile ¢ogaltildiktan sonra bu bolgedeki mutasyonlar direkt analiz edilebilir.
Cogaltilmasi istenen genin iki ucuna o6zgii ve baz siralarimin tamamlayicisi olan iki

oligoniikleotid primer sayesinde lokalize edilen gen ya da DNA pargasinin tekrar tekrar
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replikasyonu yapilarak biiyiik miktarda eldeleri saglanir (49). Konvansiyonel PCR
yonteminde tek dalli primerler incelenen genin denatiirasyonuyla tek dalli hale gelen iki DNA
pargasi ile komplementer olarak birlesir ve DNA sentezini ortama konan dNTP
5’—3’yoniinde Taq polimeraz enzimi etkisi altinda baglatihr. PCR ile 2" formiiliine gore
DNA segmenti ¢ogaltilir. 2-3 saat siiren 30-40 dongiiden sonra elde edilen DNA yaklagik 1
kb. uzunlugundadir. PCR ile ¢ogaltilan niikleik asitlerin gosterilmesinde jel elektroforezini
takiben etidyum bromit ile jeldeki bantlarin gézlenmesi saglanir. Floresans boya ¢ift iplikli
DNA’min baz ¢iftine baglanir ve kirmizi 1g1ik yayar. Isigin siddeti, UV transliiminatdriinde

olgiiliir (50).

2.4.2.2. KANTITATIF RT PCR VE LIHGTCYCLER SiSTEMI:

Real Time PCR, niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli artig gosteren floresans
sinyalin 6l¢lilmesiyle kisa siirede kantitatif sonug¢ veren PCR yontemidir. Floresans veren
problar kullanilarak hedef niikleik asitteki mutasyonlar saptanabilir (51.52).

RT PCR"in konvansiyonel PCR’a gére iistiinliikleri vardir. RT PCR, testin 6zgiilliik ve
duyarlihigm arturir ve kisa siirede kantitatif sonu¢ verir. Bu teknikte elektroforeze gerek
kalmadan amplifikasyon esnasinda sonug alinabilir. Kullanilan boyalar PCR amplifikasyonu
i¢in inhibitér etki yapmaz. Ayrica etidyum bromiir mutajendir oysa RT PCR’da kullanilan
"cyber-green" boyasi daha az mutajendir. RT PCR’da tiipler agilmadan taniya gidildigi icin
kontaminasyon riski daha azdir (53).

RT PCR cihaz1 olan "LightCycler"(Roche Diagnostic, Almanya) sisteminin diger PCR
cihazlarma gére en biiyiik avantaji, {iriin olusumunun aninda "real time" izlenebilmesidir

(Resim1). Bunu floresansa dayanan iki metodla gergeklestirir (54).

Resim1: "LightCycler" cihazi



A) LightCycler sisteminde fluoresansa dayanan metodlar:
1) DNA baglayici boya SYBR Green [

2) Hibridizasyon Proplart

1)DNA baglayici boya SYBR Green I:

LightCyecler (LC) sisteminin uygulamasinda yalnizca ¢ift iplikli DNA’ya baglandiklarinda
fluoresans renk veren boyalar (cyber-green 1) kullanilarak amplifikasyona bagli DNA artist,
ortaya ¢ikan fluoresans miktari ile dlgtilmektedir.

SYBR Green I boyast ¢ift sarmal DNA'min kigiik girintisine baglanir, uzun siire
dayamkhidir. Uyarilma ve 1g1k sagma dalga boylart LC’nin optik filtre setine uymaktadir.
Total DNA &lciimlerinde tercihen kullanilir. Amplifikasyon oncesi reaksiyon karigimi,
denatiire edilmis DNA’y1, primerleri ve boyayi igerir.

Primerlerin baglanmasini takiben gerceklestirilen uzama asamasindaki hedef DNA nin gift
sarmal hale gelmesiyle, DNA"ya baglanan cyber-green miktari artmakta ve buna bagh olarak
yayilan floresans miktarinda artig gdzlenmektedir. Bu uygulamada floresans artist her zaman
spesifik amplifikasyonu gostermeyebilir. Ciinkii ¢ift sarmal DNA’ya entegre olan cyber-
green, ortamda hedef molekiiller olmadiginda primerlerin kendi aralarinda gerceklesecek olan
baglanmalar sonucunda da yapiya katilarak fluoresans olusumuna sebep olabilmektedir. Bu
olumsuz faktérii giderebilmek i¢in amplifikasyon tirtinlerinin "melting curve" (erime egrisi)
analizi yapilmaktadir. Her ¢ift sarmal DNA, kendine 6zgii erime sicakhigi (Tm) degerine
sahiptir. PCR amplifikasyonu ardinda sicaklik yavas yavas yiikseltilerek belirli araliklarla
tiipteki floresans miktar1 kaydedilir. Cift sarmal DNAnin zincirleri birbirinden ayrilmaya
baglayinca cyber-green boyasi serbest kalir ve fluoresans miktari azalir. Denatiirasyon
oldugunda fluoresans sinyal aniden diiser ve erime egrisinden yararlanilarak amplikonun Tm
derecesi saptanabilir. Erime egrisinin incelenmesiyle PCR sonucu hakkinda karar verilebilir.
2) Hibridizasyon Proplar: :

LightCycler sisteminde primerlerle birlikte hedefe 6zgiil hibridizasyon proplart kullanilir.
Hibridizasyon proplariyla DNA’nin saptanmasi ve kantitasyonu yapuilir, tirtintin tanimlanmasi
i¢in maksimum &zgiilliik saglanmis olur. Iki tane 6zel dizayn edilmis diziye ozgii ve
fluoresansh boyalarla igaretlenmis oligoniikleotidler kullamlir. Fluorojenik proplar uzama
fazinda veya baglanma fazinda kullanilabilir. Her iki yontemde de her bir PCR amplifikasyon
dongiisiinde fluoresans sinyal artar. Bu yoéntemlerle testin duyarlihigr ve o6zgiilliigi
artmaktadir. Baglanma fazinda proplardan biri 3’ucundan fluoresans verici boya ile isaretli
(donor dye), digeri 5’ucundan alic1 (acceptor dye) ile isaretlenmistir. Tki oligoniikleotid dizisi,

amplifiye olan DNA pargalarina *head to tail’ seklinde hibridize olacak sekilde segilmislerdir.
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Proplar hedef amplikon iizerinde birbirine yakin yere baglanmakta ve isaretli uglar yan yana
gelmektedir. Iki boyanin yan yana gelmesiyle agiga ¢ikan enerji ikinci prop iizerindeki alict
boyay1 etkileyerek fluoresans olusumuna yol agar. FRET (Fluoresans rezonans enerji
transferi) olarak adlandirilan bu enerji transferi sonucunda olugan fluoresans miktari,
ortamdaki hibridizasyonun derecesine gére veya bagka bir ifadeyle PCR siklusu siiresince

olusan amplikonlarin miktarina bagli olarak artmaktadir (Sekil 8).

(a)
Proplarm
baglanmasi

LIIO00000000000000000000000 -

HEDEF GEN

(b) RI
Fluoresans

cmisyon R2

Istk sagilimi * Flluoresans
emisyon

Enerji
transferi

LANOOAOOOO0ANO0N00N0nNAnIAnan .

HEDEF GEN

Sekil 8: Baglanma fazinda hibridizasyon proplarmin baglanmasi ve enerji agiga ¢ikmasi (45)

Uzama fazinda kullamlan hibridizasyon proplarindan biri 3’ucundan fluoresans verici boya
ile isaretli "donor dye". digeri 5’ucundan fluoresans alici boya "acceptor dye" ile
isaretlenmistir. Bu metotda her iki boya birbirine yaklastigi zaman alic1 sadece vericinin
fluoresansimi alir. Amplifikasyon oldugu zaman prop, Taq DNA polimerazin 5°-3°
ekzoniikleaz aktivitesi tarafindan yikima ugratilir ve bu sirada olusan fluoresans miktar

fluoresans detektdr tarafindan olgiiliir (Sekil 9).
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Sekil 9: Uzama fazinda hibridizasyon proplarinin baglanmasi ve fluoresans olusumu (45)

Her iki metod ile de, her bir PCR siklusundan sonra olusan fluoresans sinyal artmaktadir.
Bazal fluoresans yayihmimn standart sapmanin on kati bir esik degere ulastigi PCR siklus
sayisi, esik siklus degeri olarak adlandirilir ve kantitatif 6l¢timlerde kullamlir. Esik siklus
degeri, hedef genetik materyelin baglangigtaki miktari ile ters orantilidir. RT PCR’da
kantitasyon standart egri analiziyle yapilmaktadir. Endojen referans genler sayesinde
hedeflenen genin kantitasyonu standart egri yardimiyla yapilir. Endojen kontrol genlerine
"house-keeping genler"denilmektedir. Standart egri, X eksenine endojen genin esik siklus
degerleri, Y eksenine endojen gen kopya sayilart konularak olusturulan lineer bir egridir. Bu
standart egri yardimiyla hedeflenen bilinmeyen &rnegin gen kopyast endojen genin standart
egrisine oranlanarak hesaplanabilir. LC sistemi bilinmeyen bir 6rnegi standart egri
analizinden hesaplayacak otomatik relatif kantitasyon ‘software’ine sahiptir. Hedeflenen gen
kopya sayist endojen gen kopya sayisina oranlanarak kantitatatif deger elde edilir ve sonug
verilir. Béylece RT PCR’da hibridizasyon proplariyla DNA kantitasyonu duyarli ve ozgiil
bigimde yapilir (45.55).
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B) LightCycler Uygulamalari:

LightCycler uygulamalarinda DNA miktar tayin 6l¢limii, erime egrisi analizi ve "dual
color detection" yapulir.

DNA miktar tayin 6l¢timii yapilmak istendiginde SYBR Green I veya hibridizasyon
proplart metodlariyla, LightCycler cihazt her amplifikasyon dongiistiniin sonundaki
ilerlemeleri kaydeder. Sayisal bir degere ulagilmak istendiginde sonuglar daha ileri diizeydeki
LC ‘quantification software’ine aktarilir ve degerlendirilir. DNA miktar tayinin prensibi
sOyledir; baglangictaki reaksyon karigiminda az miktarda kalip molekill bulunuyorsa buna
bagli olarak daha fazla amplifikasyon dongiisii sonrasi bir sinyal elde edilecektir. Eger
baslangigtaki reaksyon karigimindaki kalip molekiil sayisi bilinirse ve bir sinyal elde etmeye
yeterli olan PCR dongili sayisi saptanirsa bu baglantidan yararlamilarak konsantrasyonu
bilinmeyen drnekler kantifiye edilebilir (56,57).

Erime egrisi analiziyle, LightCyler cihazinda amplifikasyon asamasindan sonra olusan
PCR iirtinleri yorumlanir. DNA parcalarina 6zel erime noktalari tayin edilerek amplifikasyon
tirlinleri tespit edilebilir. Erime egrisi analiziyle, kullanilan metodlara gére(SYBR Green veya
hibridizasyon proplar1) iirlin hakkinda bilgi edinilir ve mutasyon analizi yapilir (58).
Primerlerin kendini egleyen DNA’lara sahip olduklari durumda tekrarlanan PCR dongiileri
sonucunda az miktarda kalip molekiiller olusabilir SYBR Green boyasi kullanildiginda
primerler kendi aralarinda baglanarak dimer olusturabilir bu nedenle spesifik iirlintin ¢ogalip
¢ogalmadiginmi anlamak gii¢lesebilir. Erime egrisi grafiginde Y ekseni fluoresansi, X ekseni
sicaklig1 belirtir. Egrilerde goriilen farkli egimlerden yola ¢ikilarak oldukca diisiik
sicakliklarda eriyen farkli miktarda yan tirlinler tespit edilebilir. LC sisteminde hibridizasyon
proplar1 yardimiyla genotipleme ve mutasyon analizleri ¢aligmalart ytirtitiilebilir. Mutant
allellerin erime noktalari, saglam allellere gore daha diigtiktiir (59).

LC sisteminin bir bagka 6zelligi "Dual Color Detection" 6zelliginin olmasidir. Bir drnekte
aym anda iki farkli hedef dizi saptanabilir. Kullaniciya, tek bir reaksiyon sonucunda daha
fazla sonuca ulagabilme imkan yaratir. Bu uygulama 6zellikle karmagik genotiplemede, daha
kompleks mutasyonlarin saptanmasi ve arastirilmasinda yararh olur. LC cihaz1 530, 640, 710
nm dalga boylarindaki yayilan 1giklar1 saptayabilen ii¢ kanalli florimetreye sahiptir.
Kullanilan fluoresans, .C Red 640 ve LC Red 705’in yaydiklan 1sinlar sirasiyla 530, 640, 710
nm’deki filtrelerden gegerler. Farkli filtreler kullanildigs igin ikili boyamalar da yapilabilir. Iki

mutasyon aym anda saptandiginda, her sonug bagimsiz olarak kendi iginde degerlendirilir.
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C) LightCycler’in Avantajlari:

DReal time PCR’daki esnekligi

Kantitatif PCR mutasyon tespit etme olanag ile tek bir cihazda kombine edilebilir. Yeni
hedefler i¢in PCR rahatlikla optimize edilebilir. Cift sarmal DNA’ya 6zgli SYBR Green
boyas1 ve diziye 6zgii hibridizasyon problan arasinda se¢im yapma imkani bulunur.

2) Hizl1 PCR performansi

LC sisteminin yeni dizayni, ¢ok kisa zamanda sonug¢ alinmasini saglar. Termal blok yerine
havamin kullanilmasi yiiksek hizda termal dongii 6zelligini getirir. Kapillerin kullantmi ise
yiiksek hizdaki verimli 1s1 transferini saglar. PCR real-time fluoresans ile denetlenir.

3) Giin igerisinde daha fazla sonug alma imkani

Tek bir PCR ¢aligmasindan sonra kinetik analiz ve yeni degerlendirme algoritmalari ile biiyiik
miktarda bilgi edinilebilir. Amplifikasyonu ve degerlendirmeyi dakikalar i¢erisinde yapan LC
cihaz ile verim artar. Kolayca kullanilabilen tespit teknikleri ile hemen sonug alinabilir.

4) LC’nin dogrulugu ve tekrarlanilabilirligi

Diizenli siklus sartlar1 ve sinyallerin toplanmas1 LC’nin tekrarlanilabilirlik zelligini dogurur.
PCR eszamanli denetlenebilir. Her bir PCR siklusunu sonuglar1 gerceklestigi anda izlenebilir.
5) Sonuglarin bir zaman diliminde elde edilmesi

Yiiksek hizdaki termal siklus 6zelligi sayesinde bir siklus zamami 30 saniyeye iner. 20-40
amplifikasyon siklusu 20-30 dakikada tamamlamir. Konvansiyonel PCR’daki jel elektroforezi
ve jel boyamasi gibi zaman alic1 uygulamalara gerek kalmaz.

6) Bilinen PCR metodlarinin sinirlarini agma imkant

Ozgiillestirilmis reaktifleri ve yeni dizayni ile PCR’1 gli¢lendirir. Aragtirilan hedef dizisi,
cogaltilmis tiriintin erime &zelligine bakilarak incelenebilir. Ozgiil ve 6zgiil olmayan {irtinler
birbirinden ayirt edilebilir. Hedef dizinin farkli genotipleri sekanslamaya gerek kalmadan
saptanabilir.

7) Her tiirlii laboratuvarda ¢aligtirilmak {izere tasarlanmig dizayn

Kompakt ve kolayca kontrol edilebilen LC cihazi ile yerden tasarruf edilir. Cok az ses ve 1s1
diizeyleri olugturdugundan herhangi bir spesifik donanima ihtiyag¢ yoktur. Amplifikasyon ve
degerlendirme i¢in kapali kapillerlerin kulanilmasi kontaminasyon riskini diigiiriir.

8) Bir ¢ok hedefi ayn1 anda inceleme imkani

Bir tek 6rnekte birden fazla hedef dizi tespit edilebilir. Internal konrol kullanimina izin verir.
Komplike mutasyon gesitleri incelenebilir. Ayrica internal amplifikasyon standartli deneylerin

geligtirilebilmesi i¢in temel saglar (60).
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3. GEREC VE YONTEM:
3.1. HASTALAR VE ORNEKLER:
Bu g¢alisma i¢in Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulundan onay
alinmigtir  (MAR-YC-2005-0011). Retrospektif yapilan ¢alismada 1.U.Cerrahpasa Tip
Fakdiltesi Patoloji Anabilim Dalina 2004 senesinde gelen 46 invazif meme kanseri ve 4 adet
selim meme hastalig1 olan toplam 50 hastayla ¢aligma yiiriitiildii. Hastalarin tiimiiniin tiimériin
histolojik tipi, tiimériin grade’i, tiimoér biliylikligl, lenf nodu invazyonu, IHC ile
degerlendirilmis ER ve PR sonuglar1 bilinmektedir. 25 hastanin bu bilgilere ek olarak THC ile
degerlendirilmis HER2 /neu sonuglart bilinmektedir.
Tiim6r dokularindan yapilan kesitler 10y kalinhiginda ve 50-100 mg agirliginda olup lam
lizerine parafinize edildi ve tlimér dokularimin DNA’lar izole edilinceye kadar buzdolabinda
4°C’de muhafaza edildi.

3.2. ANALITIK METODLAR:
3.2.1. LC RT-PCR ILE HER2/neu ONKOGENININ RELATIF KANTITASYONU:
3.2.1.1. TUMOR DOKUSUNDAN DNA iZOLASYONU:

DNA izolasyonu, Roche Diagnostik Sistemlerine ait "High Pure PCR Template Preperation
Kit" ile yapildu.

Kit i¢indeki reaktifler; Tissue Lysis Buffer, Binding Buffer, Proteinaz K, Inhibitor Removal
Buffer, Wash Buffer, Elution Buffer, High Pure Filter Tubes, ve Collection Tubes’dur. Kit
i¢indeki reaktiflere ek olarak Xylen, Ethanol, Izopropil Alkol kullanildi.

Raktiflerin hazirlanmasi asamasinda Proteinaz K 4,5 ml steril su ile ¢oziildii, Inhibitor
Removal Buffer’a 20 mL ethanol eklendi, Wash Buffer’a 80 mL ethanol eklendi.

Oncelikle parafinli tiimér dokularindan izolasyon yapabilmek igin dokular deparafinize
edildi. Bunun i¢in Xylen ve %100, %80, %60, %40’lik ethanol ve distile su kullanildi.
Sirastyla iginde her bir solisyondan 80 mL hazirlanmig Xylen, %100 ethanol, %80 ethanol,
%60 ethanol,%40 ethanol, ve distile su olan saleler hazirlandi. Lam tizerinde hazilanmig
timor dokulart 6nce 30 dk Xylen’de bekletildi ve deparafinize edildi. Daha sonra her bir
salede 10 sn tutulacak sekilde sirastyla %100, %80, %60, %40°lik ethanol ve distile su igeren
salelerden gegirildi. Rehidrate edilen tiimor dokular lam iistiinden steril bistiiriyle kazinarak
1,5 mL’lik ependorfa aktarildi. Ependorfa aktarilan timér dokusunun iizerine 200 pL Tissue
Lysis Buffer, 40 pL Proteinaz K konularak tiip ters yiiz edilerek karistirildi ve 37 °C’de bir
gece inkiibe edidi. Inkubasyon sona erdikten sonra ependorfa 20 pl Proteinaz K eklendi ve
55 °C’de 1-2 saat daha doku partikiilleri kalmamas:1 igin inkiibe edildi. Daha sonra
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ependorfdaki karigima 200 pL. Binding Buffer eklendi ve 10 dakika 72 °C’de inkiibe edildi.
Bu islemden sonra karisima 100 pl izopropil alkol konularak tlip ters yiiz edilerek karistirildi.
Ependorf icindeki kamgimin tamami 1 mL’lik pipet yardimiyla High Pure Filter Tiip’e
aktarild1 ve tliplin altina toplama tiipli konularak 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Alttaki
toplama tlipti atilarak yenilendi. High Pure Filter Tiip i¢ine 500 pL Inhibitor Removal Buffer
eklenerek 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Alttaki toplama tlipii bir kez daha yenilendi.
Daha sonraki agamada High Pure Filter Tiip i¢ine 500 pl. Wash Buffer konularak 8000
rpm’de 1 dk santrifijj edildi. Alttaki toplama tiipii atilarak yenilendi. Bir kez daha High Pure
Filter Tip i¢ine 500 ul. Wash Buffer konularak 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Toplama
tipli yenilendikten sonra residual Wash Buffer kalmamasi i¢in 14000 rpm’de 10 saniye
santrifiij edildi. Bu kez High Pure Filter Tiip altina 1,5 mL’lik ependorf konuldu ve tiipe 70
°C’de 10 dakika tutulan 200 pL. Elution Buffer eklendi ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
Ependorf i¢inde saf DNA elde edildi. Elde edilen DNA’lar -15,- 25°C” de saklanarak uygun
zamandaki ¢aligmaya kadar bekletildi.

3.2.1.2. LC RT-PCR iLE HER2 ONKOGENININ RELATIF KANTITASYONU:

Tiim6r dokularindan elde edilen DNA’lardan HER2 onkogenin kantitatif olarak 6l¢timii
Roche Diagnostic Sistemlerinin Real-Time PCR cihazi olan LightCycler ile yapildi. HER2
onkogenin kantitatif 6l¢timii i¢in LightCycler HER2/neu DNA Quantification Kit kullanildz.

Kit reaktifleri; HER2/neu detection mix (HER2/neu genine spesifik primer ve
hibridizasyon prop mix), HER2/neu reference gen (referans gene spesifik primer ve
hibridizasyon prop mix), HER2/neu enzyme solution ve HER2/neu reaction mix (Taq DNA
polimeraz, reaksyon buffer, INTP), HER2/neu calibrator DNA (PCR dongiisii i¢in kalibrattr
ve pozitif kontrol), PCR grade su’dur.

Reaktiflerin hazirlanmasinda HER2/neu reaksiyon karigimindan 60 pL  pipetlenerek
HER2/neu enzyme soliisyonuna eklendi ve karigtirildi. Bu karigim HER2/neu Enzyme Master
Mix olarak adlandirilda.

LC RT-PCR Reaksiyon Karisimmin Hazirlanmasi:

20 pL’lik bir reaksiyon karigimi hazirlanarak LC’ ait kapiller tiiplere konuldu. Bu karigim 9
puL PCR grade su, 2 uL. HER2/neu detection mix, 2 ul. HER2/neu reference gene detection
mix, 2 p. HER2/neu enzyme master mix’den hazirlandi. 15 pL olan bu PCR karigimina 5 pl.
DNA veya pozitif veya negatif kontrol eklenerek 20 pL’lik reaksiyon karisimi olugturuldu.
Olusturulan PCR karisimi 3000 rpm’de 5 sn santrifiij edildikten sonra LC cihazindaki uygun
PCR programina yerlestirildi.
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LC RT-PCR Programi:

LC RT-PCR programi li¢ asamada gergeklesti (Tablo 1). Birinci agsama preinkiibasyon ve
DNA’min denatiirasyonu, ikinci asama hedef veya referans genin amplifikasyonu ve ligiincii
asama rotor ve termal ¢gemberin sogutulmasidir.

Tablo 1: Real Time PCR Programm

Program 1:
PREINKUBASYON

Siklus Programi

Deger

Siklus

Analiz modu

None

Sicaklik (°C)

95

Inkiibasyon stiresi (dk)

10

Sicaklik gegis oram (°C/s)

20

“Acquisition mode”

None

Program 2:
AMPLIFIKASYON

Siklus Programi

Deger

Siklus

45

Analiz modu

Quantification

Sicaklik (°C)

Segment 1

Segment 2

Segment 3

95

58

72

Inkiibasyon stiresi (sn)

10

10

10

Sicaklik gegis oram (°C/s)

20

20

20

“Acquisition mode”

None

Single

None

Program 3:
SOGUTMA

Siklus Programi

Deger

Siklus

Analiz modu

None

Sicaklik (°C)

40

Inkiibasyon siiresi (sn)

30

Sicaklik gegis oram (°C/s)

20

“Acquisition mode”

None




LC RT-PCR "Quantification Software" ile Sonuclarm Degerlendirilmesi:

LC PCR programinda galigilan &rneklere ait sonuglar "Quantification Software" ine aktarildi.
Her bir 6rnek icin hedeflenen HER2/neu gen kopya sayisinin, referans gen kopya sayisina
orant hesaplandi. Buna gére bu oran < 2 ise HER2/neu onkogen amplifikasyonu negatif
olarak degerlendirildi, eger bu oran > 2 ise HER2/neu onkogen amplifikasyonu pozitif olarak
degerlendirildi.

3.2.2. p53 TUMOR SUPRESOR GENINDEKI DELESYONUN, GEN KOPYA
SAYISININ RT PCR ILE KANTITATIF OLCULMESI SONUCU TESPITi VE
LOH( LOSS OF HETEROZYGOTY) ANALIZI:

3.2.2.1. STANDART KALIBRASYON EGRIiSININ OLUSTURULMASI:

Standart egrinin olugturulmasi ig¢in kanser olmadigi bilinen saglikli kisiden EDTA’h
hemogram tiiptine kan alinarak, DNA’s1, Roche Diagnostik Sistemlerine ait High Pure PCR
Template Preperation Kit ile izole edildi.

Kandan DNA izolasyonu:

200 pL tam kan, hemogram tliptinden steril bir ependorfa aktarildi. Uzerine 200 pL
Binding Buffer ve 40 pL. Proteinaz K eklenerek 10 dakika 72°C’de inkiibe edildi. Bu islemden
sonra karisima 100 pL izopropil alkol konularak tiip ters yliz edilerek karigtirildi. Ependorf
icindeki karigimin tamami 1 mL’lik pipet yardimiyla High Pure Filter Tiip’e aktarildi ve tiipiin
alna toplama tlipi konularak 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Alttaki toplama tiipii
atilarak yenilendi. High Pure Filter Tiip i¢ine 500 pl. Inhibitor Removal Buffer eklenerek
8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Alttaki toplama tiipli bir kez daha yenilendi. Daha sonraki
asamada High Pure Filter Tiip igine 500 pl. Wash Buffer konularak 8000 rpm’de 1 dk
santrifiij edildi. Alttaki toplama tiipti atilarak yenilendi. Bir kez daha High Pure Filter Tiip
icine 500 pul. Wash Buffer konularak 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Toplama tiipii
yenilendikten sonra residual Wash Buffer kalmamasi i¢in 14000 rpm’de 10 saniye santrifiij
edildi. Bu kez High Pure Filter Tiip altina 1,5 mL’lik ependorf konuldu ve tiipe 70°C’de 10
dakika tutulan 200 pL Elution Buffer eklendi ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Ependorf
icinde saf DNA elde edildi.
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DNA Konsantrasyonunun Spektrofotometre fle Ol¢iilmesi:

Elde edilen saglikli kisinin DNA’sinin absorbans degeri 260 nm’de spektrofotometrede
Oletildi. 260 nm’deki absorbans degerinin 1 olmasi, yaklagik 50 pg/mlL. DNA
konsantrasyonuna esit oldugundan standart DNA &rneginin konsantrasyonu hesaplandi (44).
12 ng DNA konsantrasyonunun 4000 gen kopya sayisina es oldugu bilgisinden yola ¢ikilarak;
8000, 4000, 2000,1000, 500, 250 gen kopya sayis1 igeren standart DNA Srnekleri 10 mM’hik
Tris-HCI pH 8.5 ile diliisyon yapilarak hazirland: (44). 6 adet standart DNA 6rnegi LC Real
Time PCR cihazinda standart egri olusturulmak {izere uygun PCR programinda ¢aligtirild:.
LC RT-PCR Ile Standart Egrinin Olusturulmas::

6 adet gen kopya sayisisi bilinen standart DNA 6rnegi LLC RT PCR cihazinda ¢aligildi. Bunun
icin LightCycler FastStart DNA Master Hybridization Probes kit, p53 ve IGF-1 primerleri
kullanildi. IGF-1 referans gen olarak kullanildi.

LC RT-PCR Reaksiyon Karisimmin Hazirlanmasi:

Her bir standart 6rnek igin p53 primerleri ve IGF-1 primerleri ile iki adet reaksiyon karigimi
hazirlandi.

p33 primerleri ile hazirlanan reaksiyon karisimi:

20 pL’lik bir reaksiyon karigimi hazirlanarak LC’a ait kapiller tliplere konuldu. 9.6 pL. PCR
grade su, 2.4 uL. MgClz2 (25 mM), 2 pL Hybridization Probes kit, 1 pL p53 reverse primer
(5uM), 1 pL p53 forward primer (SpM), 1 pL p53 hybridization probes primer- F(1uM), 1 pL
p53 hybridization probes primer- LC red640 (1uM)’den olusan toplam 18 ul karigim
hazirlandi, 2 ul. DNA eklendi. 20 pl.’lik toplam reaksyon karigimi 3000 rpm’de 5 sn santrifiij
edildikten sonra LC cihazindaki uygun PCR programina yerlestirildi.

IGF-1 primerleri ile hazirlanan reaksiyon karigima:

20 plL’lik bir reaksiyon karigimi hazirlanarak L.C’a ait kapiller tiiplere konuldu. 9.6 uL. PCR
grade su, 2.4 pL. MgCl2 (25 mM), 2 pL. Hybridization Probes kit, 1 pL. IGF-1 reverse primer
(5uM), 1 pL IGF-1 forward primer (5uM), 1 pL IGF-1 hybridization probes primer- F(1uM),
1 pL IGF-1 hybridization probes primer- LC red640 (1pM)’den olusan toplam 18 uL karigim
hazirlandi, 2 pL. DNA eklendi. 20 pL’lik toplam reaksiyon karigimi 3000 rpm’de 5 sn
santrifiij edildikten sonra LC cihazindaki uygun PCR programina yerlestirildi.
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LC RT-PCR Programi:

LC RT-PCR programi ii¢ asamada gergeklesti (Tablo 2). Birinci agama preinkiibasyon ve
DNA’nin denatiirasyonu, ikinci agama hedef veya referans genin amplifikasyonu ve {iglincii
asama rotor ve termal ¢gemberin sogutulmasidir.

Tablo 2: Real Time PCR Programi

Program 1:
PREINKUBASYON

Siklus Program

Deger

Siklus

Analiz modu

None

Sicaklik (°C)

95

Inktibasyon stiresi (dk)

10

Sicaklik gegis orani (°C/s)

20

“Acquisition mode”

None

Program 2:
AMPLIFIKASYON

Siklus Programi

Deger

Siklus

45

Analiz modu

Quantification

Sicaklik (°C)

Segment 1

Segment 2

Segment 3

95

55

72

Inkiibasyon stiresi (sn)

10

10

5

Sicaklik gegis oranmi (°C/s)

20

20

20

“Acquisition mode”

None

Single

None

Program 3:
SOGUTMA

Siklus Programi

Deger

Siklus

Analiz modu

None

Sicaklik (°C)

40

Inkiibasyon stiresi (sn)

30

Sicaklik gegis orani (°C/s)

20




Standart kalibrasyon egrisi PCR programui sonucunda olusturuldu (Sekil 10). Bu egriye ait
veriler LC hafizasina alinarak, tiimor dokularindan elde edilen DNA &rnekleri ¢aligilirken gen

kopya sayisinin hesaplanabilmesi igin kullanildi.

37-
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32—

Dongii Savis1
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20- ]
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Sekil 10: p53 tiimdr supresdr gen delesyon tespiti igin olusturulan standart egri (44)

3.2.2.2. RT-PCR iLE p53 GEN DELESYONUNUN TESPIiTi VE LOH ANALIZi:
Tiim6r Dokularindan Elde Edilen DNA Miktarimn Spektrofotometre Ile Olciilmesi:
Tiimor dokularindan elde edilen DNA’lardan p53 gen delesyonunun tespit edilebilmesi igin

tiim DNA 6rneklerinin konsantrasyonlar1 3 ng/pL olacak sekilde hazirlandi. Bunun i¢in tiim
Orneklerin 260 nm’de spektrofotometrede absorbans degerleri oOlgiildii. 260 nm’deki
absorbans degerinin 1 olmasi, yaklagik 50 pg/mL DNA konsantrasyonuna esit oldugundan her
bir DNA 6rneginin konsantrasyonu hesaplandi.10 mM’lik Tris-HCl pH 8.5 ile dillisyon
yapilarak 3 ng/ul.’e getirildi. Ttim doku 6rneklerin yaninda, saglikli bir kisinin kanindan elde
edilen 3 ng/uL. konsantrasyonundaki DNA &rnegi PCR programinda ¢aligildi.

LC RT-PCR Reaksiyon Karisimimnin Hazirlanmasi:

Her bir 6rnek igin p53 primerleri ve IGF-1 primerleri ile iki adet reaksiyon Karigimi

hazirlanda.

29



pS3 primerleri ile hazirlanan reaksiyon karigimi:

20 pL’lik bir reaksiyon karigimi hazirlanarak LC’a ait kapiller tiiplere konuldu. 9.6 uL. PCR
grade su, 2.4 ul. MgCl (25 mM), 2 ul. Hybridization Probes kit, 1 pL p53 reverse primer
(5uM), 1 pL p53 forward primer (SuM), 1 pL p53 hybridization probes primer- F(1uM),1 pL
p53 hybridization probes primer- LC red640 (1uM)’den olusan toplam 18 upl karigim
hazirlandi, 2 pl. DNA eklendi. 20 pL’lik toplam reaksiyon karigimi 3000 rpm’de 5 sn
santrifiij edildikten sonra LC cihazindaki uygun PCR programina yerlestirildi.

IGF-1 primerleri ile hazirlanan reaksiyon karigim:

20 pL’lik bir reaksyon karigimi hazirlanarak LC’a ait kapiller tiiplere konuldu. 9.6 pL. PCR
grade su, 2.4 pL. MgCl2 (25 mM), 2 pL. Hybridization Probes kit, 1 pL IGF-1 reverse primer
(5uM), 1 pL IGF-1 forward primer (SuM), 1 pL. IGF-1 hybridization probes primer- F(1uM),
1 pL IGF-1 hybridization probes primer- LC red640 (1uM)’den olusan toplam 18 pl. karigim
hazirlandi, 2 pL. DNA eklendi. 20 pL’lik toplam reaksiyon karigimi 3000 rpm’de 5 sn
santriflij edildikten sonra LC cihazindaki uygun PCR programma yerlestirildi.

LC RT-PCR Programr:

LC RT-PCR programu iic asamada gergeklesti (Tablo 3). Birinci asama preinkiibasyon ve
DNA’nin denatiirasyonu, ikinci agama hedef veya referans genin amplifikasyonu ve iigiincii
asama rotor ve termal ¢gemberin sogutulmasidir.

Tablo 3: Real Time PCR Programi

Program 1:
PREINKUBASYON

Siklus Programi Deger

Siklus 1

Analiz modu None

Sicaklik (°C) 95

Inkiibasyon stiresi (dk) 10

Sicaklik gegis orant (°C/s) 20

“Acquisition mode” None

Program 2:
AMPLIFIKASYON

Siklus Programu Deger

Siklus 45

Analiz modu Quantification
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Sicaklik (°C) Segment 1 Segment 2 Segment 3
95 55 72

Inkiibasyon stiresi (sn) 10 10 5

Sicaklik gegis oram (°C/s) 20 20 20

“Acquisition mode” None Single None

Program 3:

SOGUTMA

Siklus Programi Deger

Siklus 1

Analiz modu None

Sicaklik (°C) 40

Inkiibasyon stiresi (sn) 30

Sicaklik gegis orani (°C/s) 20

RT PCR programu sonucunda her bir 6rnek icin p53 ve IGF-1 gen kopya sayilarn standart
kalibrasyon egrisi yardimiyla kantitatif olarak hesaplandi. Her bir 6rnek i¢in hesaplanan gen
kopya sayilar1 p53 allel kaybim gosteren LOH analizine tabii tutuldu.

LOH (Heterozigotluk kaybi) Analizi:

LOH= 2X 0™ /nyF! -1

P53 / 9P
0’ _ Tiimdr dokusundaki p53 gen kopya say1si
07 %! _ Tiimor dokusundaki IGF-1 gen kopya sayist
n*? — Kontrol kanindaki p53 gen kopya sayist

nn'“"! _Kontrol kanindaki IGF-1 gen kopya sayisi
LOH=1 — Timor dokusu ile saglikli kontrol arasinda allelik durum agisindan fark yoktur.

0<LOH<1 — Bir p53 allelinde delesyon mevcuttur.
LOH>1 — Bir p53 alleli amplifiye olmustur veya IGF-1 delesyonu mevcuttur.
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3.3. VERILERIN ISTATISTIKSEL ANALIZi:

Meme kanseri olan 25 hastamin immunhistokimya ile yapilmis HER2 sonuglariyla aym
hastalarin RT PCR ile kantitatatif olarak oOl¢lilen HER2 sonuglar iki yontem sonuglar
arasindaki iligkiyi tespit eden Ki-kare testi ile degerlendirildi. IHC ile kargilagtirilan RT PCR
y6nteminin duyarlilif1 ve 6zgilligii bulundu.

Invazif duktal meme kanseri olan 46 hasta ve selim meme hastalig1 olan 4 hastanin RT
PCR ile olgiilen HER2 onkogen sonuglariyla yine RT PCR’da 6lgiilen p53 tiimér stipresor
genine ait sonuglar: arasindaki iligki Ki-kare iligki testiyle degerlendirildi. HER2 onkogen
pozitifligiyle p53 delesyonu varliginin iligkisi aragtirtldi.

Invazif duktal meme kanseri olan 46 hastada, tiimériin grade’i, timdr biiytikliigi, lenf
nodu invazyonu, IHC ile degerlendirilmis ER, PR sonuglart bilinmekteydi. HER2 onkogen
amplifikasyonunun ve p53 tlim6r stipressor geninin prognostik faktorlerle kargilagtirilmasinda
niceliksel veriler i¢cin Mann Whitney U testi kullanildi. Niteliksel verilerin kargilastiriimasinda
ise Ki-Kare testi ve Fisher Exact Ki-Kare testi kullanildi. Sonuglar % 95°lik giiven araliinda,
anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR:
4.1. RT PCR ILE OLCULEN HER2/neu ONKOGENININ VE p53 TUMOR
SUPRESSOR ~ GENININ KANTITATIF SONUCLARI VE DAGILIMLARI:

RT PCR ile kantitatif olarak olgiilen HER2/neu onkogeninin, referans gen oranima ait
degerler 0.31 ile 24.3 arasinda degismekte olup ortalama deger 2.76+4.29°dur (Tablo 4).
Olgularin % 24°ti RT PCR ile HER2/neu onkogen amplifikasyonu agisindan pozitif, % 76’s1

ise negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 11).

HER2

24%

O Pozitif
0O Negatif

76%

Sekil 11: RT PCR ile 6lgiilen HER2/neu onkogenine ait sonuglarin dagilimi
RT PCR ile kantitatif olarak &lgiilen p53 gen delesyonunun tespiti i¢in hesaplanan LOH

degerleri 0.01 ile 9.0 arasinda degismekte olup ortalama deger 2.07+2.60°dir (Tablo 4).
Olgularin % 437t p53 delesyonu agisindan pozitif iken; % 57’si negatiftir (Sekil 12).

p53

43%
0 Pozitif
O Normal
57%

Sekil 12: p53 gen delesyonu agisindan pozitif ve normal olan hastalarin dagilim grafigi
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Tablo 4: HER2/neu onkogen amplifikasyonu ve p53 gen delesyonu degerlerinin dagilim

Min Max Ort+SD
HER2/neu 0.31 24.3 2.76+4.29
p53 delesyonu 0.01 9.00 2.07+2.60
n %

Pozitif 12 24.0
HER2/neu Negatif 38 76.0

Toplam 50 100.0

Pozitif 20 42.6
p53

Normal 27 574
delesyonu

Toplam 47 100.0

4.2. HER2/neu ONKOGEN SONUCLARININ IHC YONTEMi VE RT PCR
YONTEMIYLE KARSILASTIRILMASI:

Meme kanseri olan 25 hastanin immunohistokimya ile degerlendirilmis HER2/neu
onkogen sonuglariyla, ayni hastalarin RT PCR ile kantitatif olarak olglilen HER2 /neu
sonuglari, iki yontem arasindaki iligkiyi tespit eden Ki-kare testi ile istatistiksel olarak
degerlendirildi (Tablo 5). Buna gére RT PCR yontemiyle elde edilen sonuglarla ve IHC

yontemi ile yapilan sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlaml: bir iligki bulundu (p<0.05).

Tablo 5: RT PCR ile IHC yinteminin karsilastirmasi

RT PCR HER2/neu
Test
Pozitif Negatif Toplam
istatistigi; p
n % n % n %
Pozitif |4 57.1 3 16.7 7 28.0
IHC v*=4.096;
Negatif |3 42.9 15 83.3 18 72.0
HER2/neu 0.043*
Toplam |7 100.0 |18 100.0 |25 100.0
y * Ki-kare testi * p<0.05 diizeyinde anlamh

RT PCR ile HER2/neu pozitif olan 7 olgunun 4’1 IHC ile pozitif olarak goriiliirken; RT
PCR ile HER2/neu negatif olan 18 olgunun 15’1 [HC ile de negatif olarak tespit edildi. IHC

yontemiyle kargilagtirilan RT PCR yonteminin duyarliligi ve 6zgiilliigti bulundu. RT PCR

yonteminin duyarliligi %57, 6zgiilltigii % 83 olarak tespit edildi
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4.3. HER2 ONKOGENI iLE p53 TUMOR SUPRESSOR GEN iLiSKIiSI:

Invazif duktal meme kanseri olan 43 hasta ve selim meme hastalif: olan 4 hastanin RT
PCR ile olgiilen HER2/neu onkogen sonuglariyla yine RT PCR’da &lgiilen p53 timor
slipressOr genine ait sonuglari arasindaki iligki Ki-kare iligki testiyle degerlendirildi (Tablo 6).

HER2/neu onkogen pozitifligiyle p53 delesyonun iligkisi aragtiriidi.

Tablo 6: HER2/neu onkogen amplifikasyonu ile pS3 gen delesyonunun iligkisi

HER2/neu
Test
Pozitif Negatif Toplam .
istatistigi; p
n % n % n %
Pozitif |6 50.0 14 40.0 20 42.6
v’=0.366;
pS3 Negatif |6 50.0 21 60.0 27 57.4
0.545*
Toplam |12 100.0 |35 100.0 |47 100.0
v Ki-kare testi * p>0.05

Ki-kare iligki testiyle degerlendirilen HER2/neu onkogen pozitifligiyle p53 delesyonu
arasinda anlamli bir iligki olmadig: tespit edildi. Buna gore p degeri 0.545 olarak hesaplandi.

44. HER2/neu ONKOGENI ILE p53 TOUMOR SUPRESSOR GENININ
PROGNOSTIK FAKTORLERLE ILiSKIiSi:
4.4.1. HER2/neu ONKOGENI iLE PROGNOSTIK FAKTORLERIN iLiSKiSi:

HER2/neu onkogen amplifikasyonunun prognostik faktorlerle Kkarsilastirilmasinda
niceliksel veriler i¢in Mann Whitney U testi kullamildi. Niteliksel verilerin karsilastirilmasinda
ise Ki-Kare testi ve Fisher Exact Ki-Kare testi kullanildi (Tablo 7). Sonuglar % 95’1lik giiven
aralifinda, anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi. Buna gére;

HER2/neu pozitifligi ile timor grade’i arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmad (p>0.05). HER2/neu pozitif olan olgularda da negatif olan olgularda grade 2 olma
orant daha yiiksek tespit edildi.

HER2/neu pozitifligi ile lenf nodu invazyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmadi (p>0.05). HER2/neu degeri pozitif olan olgularda da negatif olan olgularda da lenf

nodu invazyonunun yiiksek bir oranda pozitif oldugu gériildii.

HER2/neu porzitifligi ile ER pozitifligi ve negatifligi arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir iligki bulunmadi (p>0.05).

35




HER2/neu pozitifligi ile PR pozitifligi ve negatifligi arasinda istatistiksel olarak anlamh

bir iligki bulunmad: (p>0.05).

HER2/neu porzitifligi ile timér ¢apinin 2 cm’den biiyiik ya da kii¢iik olmasi arasinda
istatistiksel olarak anlamlr bir iligki bulunmadi (p>0.05). HER2/neu pozitif olan olgular ile

negatif olan olgularin ortalama tlimér ¢aplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga
rastlanilmadt (p>0.05)

Tablo 7: HER2/neu onkogeni ile prognostik faktorlerin karsilastiriimasi

HER2/neu amplifikasyonu T
est
Pozitif Negatif Toplam
istatistigi; p
n % n % n %
2 66.7 |24 70.6 |32 69.6 |x=0.064;
Grade
3 4 333 110 294 |14 304 (0.800
Pozitif 10 833 (29 853 {39 84.8 [¢=0.026;
Lenf nodu
Negatif 2 16.7 |5 147 |7 152 (0.871
- 3 25.0 |7 20.6 |10 21.7
+ - - 2 59 |2 43 [¢*=0.990;
ER
++ 4 333 |9 26.5 |13 28.3 [0.804
-+ 5 417 |16 47.1 |21 45.7
ER Pozititif 9 75.0 |27 794 |36 78.3 |¢'=0.101;
Negatif 3 25.0 7 20.6 |10 21.7 ]0.750
- 2 16.7 |6 176 |8 17.4
PR + 4 333 |5 147 |9 19.6 |%*=0.990;
++ 1 8.3 11 324 |12 26.1 [0.804
++ 5 41.7 |12 353 |17 37.0
PR Pozititif 10 83.3 |28 824 |38 82.6 |x'=0.006;
Negatif 2 16.7 |6 176 |8 174 10939
>2cm 5 417 |19 559 |24 522 |y=0.006;
Tiimdr cap1
<2cm 7 583 |15 441 |22 47.8 10.939
7=-0.892;
Tiimér ¢ap1 (Ort+SD) 1.93+0.73 2.72+£2.04 2.52+1.82 0373
X Ki-kare testi Mann Whitney U testi
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4.4.2. p53 TUMOR SUPRESSOR GEN DELESYONUNUN HiSTOPATOLOJIK
PROGNOSTIK FAKTORLERLE iLiSKiSi:

pS3 timor silipressor geninin prognostik faktorlerle kargilagtirilmasinda niceliksel veriler
icin Mann Whitney U testi kullanildi. Niteliksel verilerin karsilastirilmasinda ise Ki-Kare testi
ve Fisher Exact Ki-Kare testi kullamildi (Tablo 8). Sonug:lar %95’lik giiven araliginda,
anlamhlik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi. Buna gore;

p53 delesyon varlig: ile tlimor grade’i arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmad: (p>0.05). p53 delesyonu olan ve olmayan olgularda grade 2 olma orami daha
yiiksek tespit edildi.

p53 delesyon varlig: ile lenf nodu invazyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmad: (p>0.05). p53 delesyonu olan ve olmayan olgularda lenf nodu invazyonunun

yiiksek bir oranda pozitif oldugu goriildi.

p53 delesyon varligi ile ER pozitifligi ve negatifligi arasinda istatistiksel olarak anlaml bir
iligki bulunmadi (p>0.05).

p53 delesyon varlig1 ile PR pozitifligi ve negatifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iligki bulunmadi (p>0.05).

p53 delesyon varligi ile tiimér ¢apmin 2 cm’den biiyiik ya da kiigiik olmasi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmadi (p>0.05).

p53 delesyonu olan ve olmayan olgularin ortalama tiimér ¢aplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05).
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Tablo 8: p53 tiimor siipressor gen delesyonunun prognostik faktorlerle karsilagtiriimasi

p33 delesyonu
Test
Pozitif Normal Toplam
istatistigi; p
n % n % n %
2 11 550 |18 783 |29 674 |yx'=2.636;
Grade
3 9 450 |5 217 |14 32.6 |0,104
Pozitif 18 90.0 |18 78.3 |36 83.7 |Fy'=1.082;
Lenf nodu
Negatif 2 100 |5 217 |7 163 |0.420
- 4 200 |6 26.1 |10 23.3
+ 1 50 |1 43 |2 47 |f=4.284;
ER
++ 8 40.0 |3 13.0 |11 25.6 |0.232
-+ 7 350 |13 56.5 |20 46.5
ER Pozititif 16 80.0 |17 73.9 |33 76.7 |y=0.222;
Negatif 4 20.0 |6 26.1 |10 233 |0.637
- 3 150 |5 217 |8 18.6
. + 5 25.0 |4 174 |9 209 |X*=1.811;
—+ 6 30.0 |4 174 |10 233 |0.613
-+ 6 30.0 |10 435 |16 37.2
PR Pozititif 17 85.0 |18 783 |35 81.4 [y=0.321;
Negatif 3 150 |5 217 |8 18.6 |0.704
>2 cm 13 65.0 |10 435 |23 53.5 |y'=1.992;
Tiimdr ¢api
<2cm 7 35.0 |13 56.5 |20 46.5 ]0.158
7=-0.501;
Tiimor cap1 (Ort+SD) 2.21+0.70 2.85+2.46 2.52+1.82 0616

R Ki-kare testi

Z Mann Whitney U testi

Fisher’s Exact Testi
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5. TARTISMA VE SONUC:

Meme kanserinin olusumu ¢ok basamakli karmasik genetik degisikliklerle
agiklanmaktadir. Onkogen aktivasyonlari ve tlimor siipressér genlerdeki inaktivasyonlar
kanserle sonuglanmaktadir. HER2/neu onkogen amplifikasyonu ve p53 tiimor siipressor
genindeki mutasyonlar invazif duktal meme kanseri olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (7).
Bu iki gendeki degisiklikler tiimor olusumunun yaninda prognostik agidan da degerlidir. Bu
nedenle ¢alismamizda HER2/neu onkogen amplifikasyonu ve p53 gen delesyonu aragtirildi.
Bunun igin gen seviye olglimlerinde giderek 6nem kazanan kantitatif RT-PCR yOntemiyle
caligma yapildi (45).

Calismamizda meme kanserli hastalarin parafinize edilmis tiim6r dokularindan DNA
izolasyonu yapilarak Real Time PCR teknigiyle HER2/neu onkogen amplifikasyonunun
kantitatif olarak ol¢limii yapild: ve en sik kullanilan Sl¢tim teknigi olan IHC ile karsilagtirildi.
RT-PCR yontemiyle elde edilen sonuglarla ve [HC yontemi ile yapilan sonuglar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulundu (p=0,043). Bu sonuglara gére RT-PCR y6ntemi
IHC yoOntemiyle karsilastirildiginda duyarlilifn %57, 6zgiilligii %83 olarak bulundu. RT-
PCR yontemi duyarlilig1 ve 6zgiilliigli nedeniyle gen seviye Ol¢limlerinde kullanilabilecegi ve
subjektif bir yontem olan IHC’dan {istiinliikleri oldugu gosterildi.

M. Konigshoff ve ark.(2) yaptiklar ¢aligmada meme tiimér dokularindan elde ettikleri
DNA 6rneklerinden HER2/neu onkogenini RT-PCR teknigiyle kantitatif olarak Sl¢miisler ve
sonuglarit THC teknigi ile karsilagtirmislardir. Buna gére RT-PCR sonuglar1 ile IHC sonuglari
arasinda iyi bir korelasyon tespit etmiglerdir (p=0.029).

Slamon D.J. ve arkadaglar1 (21,22) yaptiklan ¢aligmada HER2/neu onkogeninin meme
kanserli hastalarin %25-30’unda mevcut oldugunu sik relaps ve kisa yasam siiresiyle birlikte
gittigini tespit etmiglerdir. Caligmamizda meme kanserli hastalarin %24’ RT-PCR teknigiyle
HER2/neu onkogeni pozitif olarak tespit edildi.

A Borg ve ark.(19) HER2/neu onkogenini diger prognostik faktérlerle karsilagtirmiglar ve
birbirleri arasindaki iligkiler irdelenmistir. HER2/neu onkogeninin pozitifligi ile steroid
reseptorleri arasinda negatif bir iligki oldugu, bunun yaninda yiiksek histolojik grade ile
HER2/neu onkogen pozitifliginin birlikte oldugu bildirilmigtir. Ancak lenf nodu durumu ve
timoriin  buytiklagi ile HER2/neu pozitifligi arasindaki iligki netlik kazanmamuigtir.
Calismamizda HER2/neu onkogeninin amplifikasyonu ile timdr biiyukliigii, histolojik grade,
lenf nodu invazyonu, ER ve PR durumu arasinda anlamli iligki bulunamadi (p>0.05). Tiimér
biliylikliigii ve lenf nodu durumu ile HER2/neu onkogen amplifikasyonunun ilgkili olmadigi
litaratiirde belirtilmekte olup (2,61), ¢aligmamizda da anlamli iligkiye rastlanmadi. HER2/neu
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onkogen amplifikasyonunun yiiksek histolojik grade ile bir arada olmas: beklenirdi. Ancak
retrospektif yapilan caligmada rastgele secilen hastalarin biiyik bir kisminin grade 2
olmasindan dolay1 istatiktiksel olarak anlamli sonug elde edilemedi. HER2/neu onkogeninin
pozitifligi ile steroid reseptorleri arasinda negatif bir iligki oldugu bildirilmektedir (61) ancak
calismamizda birgok hastanin ER ve PR pozitif oldugundan HER2/neu onkogeninin
pozitifligi ile stroid reseptorleri arasinda anlaml iligki bulunamad.

pS3 timor siipressor genindeki degisiklikler ve HER2/neu onkogenin amplifikasyonu
invazif duktal meme kanserinin patogenezinde birlikte rol oynamakta ve prognozda
Onemlidir. Bu nedenle c¢alismamizda HER2/neu onkogen ampliflikasyonu ile pS53 gen
delesyonunun iligkisi aragtirildi ve RT PCR yo6ntemiyle kantitatif olarak pS3 gen delesyonu
tespit edildi.

M. Gentile ve ark. (62) yaptig1 ¢aligmada, pS3 geninde LOH analizi yapilmis buna gore
meme kanserli hastalarin %43’tinde p53 geninde heterozigoti kaybina rastlanilmistir.
Calismamizda meme kanserli hastalarin %43’tinde p53 geninde heterozigoti kayb1 RT-PCR
teknigiyle bulunmustur.

C Dimitrakakis ve ark.(4) yaptig1 caligmada p53 gen degisiklikleri ile HER2/neu onkogeni
arasinda korelasyon oldugu bildirilmisti ancak S. Tsutsui ve ark. yaptiklari ¢aligmada (3) p53
proteinin ve HER2/neu onkogeninin birbirinden bagimsiz iki prognostik fakt6r oldugu tespit
edilmistir. Caligmamizda RT PCR teknigiyle kantitatif olarak oOl¢lilen HER2 onkogen
pozitifligiyle p53 gen delesyonu arasinda anlaml bir iligki olmadig tespit edildi. Buna gére p
degeri 0.545 olarak hesaplandi. Ancak HER2/neu onkogen amplifikasyonu ve p53 gen
delesyonu birlikte tespit edilen 6 hastanin 4’{i grade 3, 2°si grade 2 invazif duktal meme
kanseriydi. Bu sonuglara gére her ne kadar iki bagimsiz faktdr olarak tespit edilseler de
HER2/neu onkogen amplifikasyonu ve p53 gen delesyonunun birlikteligi k&tii prognozu isaret
etmektedir.

Caligmamizda p53 gen delesyonu ile tlimor biyukliigl, histolojik grade, lenf nodu
invazyonu, ER durumu, PR durumu arasinda anlaml iligki bulunamadi (p>0.05). Litaratiirde
p53 gen degisiklikleriyle yiksek grade’li tlimdr, Ostrojen ve progesteron reseptor
negatifliginin daha sik goriildiigii bildirilmektedir (38,39). Ancak retrospektif yapilan
calismada rastgele segilen hastalarin biiyilk bir kisminin grade 2 olmasindan dolay:
istatiktiksel olarak anlamli sonug elde edilemedi aymi sekilde birgok hastanin ER ve PR
pozitif oldugundan p53 gen delesyonu ile steroid hormon reseptorleri arasinda anlamli iligki

bulunamad;.
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Sonu¢ olarak RT PCR yontemi duyarliligi ve oOzgilltigi nedeniyle gen seviye
dlgtimlerinde giivenle kullanilabilir ve subjektif bir yontem olan IHC’dan iistiin bir yontemdir.
HER2/neu onkogen amplifikasyonu ile p53 gen delesyonu her ne kadar meme kanserinin
patogenezinde bir arada rol oynasalar da yapilan ¢aliymada iki bagimsiz prognostik faktor
oldugu gosterildi. Ancak HER2/neu onkogen amplifikasyonun ve p53 gen delesyonunun
birlikte bulundugu hastalarda yiiksek grade’li timor varlign tespit edildi.
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