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11l. OZET

Amag: Meme kanseri gelismis ve gelismekte olan lilkelerde olduke¢a sik
gorilen bir kanserdir. Meme kanseri tiim insanlarda, akciger kanserinden sonra ikinci
en ¢ok goriilen kanser olup, kadinlarin en sik kanseri ve kanserden 6liim nedenidir.
Meme kanserinin olusumunda rol oynayan genetik faktorlerden bir tanesi de genetik
polimorfizmlerdir. Bu ¢alismada meme kanserli hastalar ve normal populasyonda
hTERT geni rs2736100 bolgesindeki polimorfizim sikligini ve bu durumun meme
kanserli hastalarda kliniopatolojik bulgularla iliskisini arastirdik.

Yontem: Calismaya Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi’nde , takip ve
tedavi edilen 86 meme kanserli hasta ve bunlarin yas uyumlu saglikli kontrolleri
dahil edildi. Hastalardan ve yas uyumlu saglikli kontrollerinden 2 cc kan alindi ve
per ile analizi ile rs2736100 gen polimorfizmi bakildi.

Bulgular: Hastalarin yas ortalamasi 52,7 idi. Caligmaya katilan 86 meme
kanser hastalarinin %76,3’tinde metastaz yokken, %23,7’sinde metastaz mevcuttu.
Meme kanseri grubunda rs2736100°deki niikleotid dizilimleri; AC %60,5, AA%26,7,
CC %12,8, kontrol grubunda AA %47,7, AC%32,6, CC %19,8, olarak bulundu. iki
grup arasinda genotip dizilimleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark vardi
(p=0,001). Meme kanserli hastarin hTERT genindeki rs2736100 polimorfizmi ile
kanser tipi, kanserin evresi, lenf nodu tutulumu, metastaz varligi, metastaz bolgeleri,
kanser grade, lenfovaskiiler invazyon, perindral invazyon, Ostrojen ve progesteron
reseptor durumu ve cerb2 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadi
(p>0,05).

Sonu¢: Meme kanserli hastalarda hTERT geni rs2736100 bolgesi normal
populasyondan farklilik gdstermekte ve bu durum meme kanseri gelisiminde rol

oynayan faktorlerden birisi olabilecegini diislindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, rs2736100, hTERT
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IV. ABSTRACT

Backround and Aim: Breast cancer is seen most frequently in developed or
developing countries. Breast cancer is most common cancer in humans following
lung cancer and the most common cancer in women resulting mortality from cancer.
Genetical polymorphisms are one of the genetical factors which plays apart in the
development of the breast cancer. In this study we have investigated the
polymorphism frequency of the hTERT gene rs2736100 regionamong normal and
breast cancer diagnosied patients and its relation between both clinic aland
pathological findings in breast cancer diagnosed patients.

Methods: 86 breast cancer diagnosed patients who are treated and observed
in Mustafa Kemal University school of medicine and their age equivalent control
groups are involved in this study. Two cc blood samples are obtained both from
patients and age equivalent healhty control group and by using pcr rs2736100
polymorphism was investigated.

Results: The mean vaule of the patients was 52.7. Among the 86 patients
who are involved in this study 76.3% of them have no metastasis and 23.7% of
them had. In the breast cancer group nucleotide squence in rs2736100 region was
found as ; AC %60.5, AA%26.7, CC %12.8 and in the control group AA %47.7, AC
%32.6, CC %19.8 respectively. Between two groups there was a statisticaly
significant difference in genotype squences (p=0,001). No statisticaly significant
data was found in breast cancer patients with rs2736100 polymorphism in hTERT
gene between type of the cancer, stage of the cancer, lymph node involment,
presence of metastasis, metastasis regions, grade of the cancer, lymphovascular
invasion, perineural invasion, oestrogen and progesterone receptor status and cerb-2
(p>0.05).

Conclusion: HTERT geners 2736100 region in breast cancer patients is
diffrent from the healhty ones and this situation can be considered as this

polymorphism could be one of the factors in the development of the breast cancer.

Key Word: Breast cancer, rs2736100, hTERT



1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri gelismis ve gelismekte olan tilkelerde oldukc¢a sik goriilen bir
kanserdir. Meme kanseri tiim insanlarda, akciger kanserinden sonra ikinci en sik
goriilen kanserdir (1). Kadinlarin en sik kanseri ve kanserden 6liim nedenidir. Her yil
1.200.000 kadin meme kanserine yakalanmakta ve 400.000’¢ yakini bu hastaliktan
kaybedilmektedir (1). Globacan 2012’ye gore meme kanserinin diinyada ortalama
insidans1 100.000’de 38-40 iken, Avrupa’da bu oran 100.000’de 66-67, iilkemizde
ise ortalama 100.000’de 40 civarindadir (2). Meme kanseri olusumundan sorumlu
bir¢ok risk faktorii tanimlanmistir: Bunlar cografi ¢esitlilik, genetik ve ailesel oykii,
hormonal etkiler ve diger etkenlerdir. Son zamanlarda, karsinogenezis siirecinde rol
oynayan molekiiler yolaklardaki genetik faktorlerin belirlenmesi hastaligin
patogenezinin anlasilmasinda onem kazanmistir. Bu yiizden bu genetik risk
faktorlerinin belirlenmesi ve bu genetik risk faktorlerini tasiyan bireylerin risk
tasiyan grup seklinde gruplandirmasi gerekmektedir (3). Bu sekildeki risk
faktorlerinin belirlenmesi ve gerekli 6nlemlerin alinmasi ile hastaligin kontroliinde
istenilen basarinin kazanilmasini saglanabilecektir. Meme kanserinin olusumunda rol
oynayan genetik faktorlerden bir tanesi de genetik polimorfizmlerdir (4). Bu
calisgmanin amaci; hTERT genindeki polimorfizmlerinin sikligi ile meme kanseri

gelisimi arasinda bir iligkinin olup olmadigini arastirmaktir (5).



2. GENEL BILGILER

2.1. Epidemiyoloji

Kadilarda en sik goriilen kanser meme kanseridir. Insidansi yas ile birikte
artmaktadir. Gelisiminde; ¢evresel, hormonal, sosyobiyolojik, genetik ve fizyolojik
faktorler suglanmaktadir (6). Meme kanseri gelisiminde gesitli nedenlerin yol agtigi
bilinmesine ragmen, olgularin %70-80’inde higbir risk faktorii saptanamamaktadir.
Diinya saglik orgiiti (WHO) 2005 yili istatiksel verilere gore Tiirk kadinlarinda
kansere bagli 6liim siralamasinda 100.000’de 13 ile meme kanseri ilk sirada yer
almaktadir (7). Her yil Tiirkiye’de 30.000 yeni meme kanseri olgusu saptanmakta ve
2030 yilina dogru %60 oraninda artacagi oOngoriilmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde (ABD) her y1l yaklasik 210.000 yeni invaziv meme kanseri ve 50.000
ductal karsinoma in sutu (DCIS) tanisi konmakta ve 41.000 kisi meme kanseri
nedeniyle yasamini kaybetmektedir (6). Kadinlarda yeni kanser olgularinin %32'sini
olusturmaktadir. Yasamlari boyunca her yedi kadindan birinde meme kanseri
goriilmektedir. Kadinlarda kansere bagli o6liimlerin %15 kadar1 meme kanseridir.
Kansere bagl 6liimlerin birinci nedeni: Akciger kanseridir. Ikinci nedeni: Meme
kanseridir (8).

Diinya genelinde her yil yaklasik 1.2.000.000 yeni vaka bildirilmekte, her yil
ortalama 400.000 kadin hastaliktan kaybedilmektedir (9). Son 25 yilda meme kanser
insidansi1 global olarak artmakla birlikte bati tilkelerinde bu artis daha yiiksek oranda
goriilmektedir. Bu artmis insidans reproduktif paternin gelisimi, goriintiileme
yontemlerin gelisimi, diyet degisikligi ve aktivitedeki azalmayla iliskilendirilebilir.
Yiiksek global insidansa karsilik meme kanser mortalitesindeki azalma ozellikle

sanayilesmis {ilkelerde dikkat cekicidir. Meme kanseri insidansi yavasg¢a artmaya



devam etse de, mortalite hiz1 son yirmi yilda diisme egilimi gostermektedir (10). Bu
diisiis, biiyilk ihtimalle mamografik taramalarin artmasi, daha iyi cerrahi ve
radyoterapi, daha iyi sistemik adjuvan kemoterapi gibi bir¢ok faktoriin etkisi
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (11). Meme kanserine bagli oliimlerde son 20 yil
icinde %25-30 oranlarinda azalma kaydedilmistir. Mortalitedeki azalma en fazla
yillik %3.3 oranla 50 yasin altindaki vakalarda goriiliirken, 50 yas {istii vakalarda bu
oran daha azdir (%2,0/y1l). Meme kanserinde sagkalim oranlari ise {ilkelerin
gelismislik seviyeleriyle, irksal 6zelliklere gore farklilik gostermektedir. Bes yillik
genel sagkalim Kanada’da %86 iken ABD’de % 88, Giiney Afrika’da ise beyazlarda
%86, siyahlarda %64°tiir (12,13).

Meme kanseri patolojik 6zelliklerine gore smiflandirildiginda; %85 duktal
karsinoma, %5-10 lobiilar karsinoma, %5-7 mediiller karsinoma, %3 miisinoz veya
kolloid karsinoma, %?2 tiibiiler karsinoma olacak sekilde ayrilmaktadir. ik basvuru
aninda hastalarin %3-6’s1 zaten metastatik hastaliga sahiptir ve geri kalan hastalarin
%50-70’1 hastaligin seyri boyunca sistemik relaps gostereceklerdir. Relapslarin
%751 ilk 5 yil icinde olsa da, 30 yila kadar relapslar goriilebilir (10). ABD’de
kadinlarin yasam boyu meme kanserine yakalanma riski %12,7’dir. Yillik insidans
oranlar1 Afrika kokenli Amerikalilarda 119.4/100.000 ve Latin Amerika ve ispanya
kokenli Amerikalilarda 89/100.000 olup beyaz kadinlarin 141/100.000’lik
insidansindan daha diisiik izlenmektedirler. Buna karsilik Afrika kokenli Amerikali
kadinlarda meme kanserleri beyaz kadinlara oranla daha biiyik (>5cm) olma
egilimindedirler (14). Meme kanseri en sik kemik, karaciger ve akcigerlere metastaz
yapmaktadir. Lokalize meme kanserleri icin 5 yillik sagkalim %98 iken, metastatik
hastaligi olan kadinlar igin bu oran %27°dir (15).

Metastatik meme kanseri olan kadinlarda kiir sans1 ¢ok azdir. Bes yildan fazla
stireyi kapsayan progresyonsuz uzamis sagkalim donemleri ancak hastalarin %2’

sinden azinda goriilmektedir (16).



2.2. Etyolojik Faktorleri

Meme Kkanseri timor olusumunun hiicresel diizeyde bir seri molekiiler
tahribat ile meydana geldigini desteklemektedir. Bunun sonucunda epitelyum
hiicreleri oliimsiizlik 6zelligi kazanarak kontrolsiiz bir bigimde ¢ogalip Kkitle
olusturmaktadirlar. Meme kanserinin nedenleri hala belirsiz kalmakla birlikte ¢ok

sayida risk faktorli tanimlanmistir.

2.2.1. Yas

Yas en onemli risk faktorlerindendir. Meme kanseri insidansi ilerleyen yasla
birlikte dnemli derecede artmaktadir. ABD’de %50°den fazla meme kanserli hasta 60
yas Ustlidlir ve meme kanserine bagli 6liimlerin yarisindan fazlasi 65 yasin iizerinde
gergeklesmektedir. 40 yasin altinda meme kanseri goriilme sikligi 1/235 oraninda
iken, 40-59 yas aras1 1/25 oraninda, 60-79 yas arasinda 1/15 oranindadir (17, 18).

2.2.2. Cinsiyet

Meme kanseri hormonal nedenler ve meme dokusunun gelisimi nedeniyle
kadinlarda daha fazla goriiliir. Erkeklerde meme kanseri goriilmesi insidansi
kadinlarin 1/100” iidiir (19). Dogumda memenin epiteliyal komponenti meme basinin
altinda az sayida rudimenter kanaldan olusur ve prepubertal yillarda bu kanallar
yavas yavas biiylime gosterir. Erkeklerde meme gelisimi bu fazda dururken,
kadinlarda cinsiyet hormonlarinin etkisiyle meme gelisimi pubertede hizlanmaktadir
(20). Dogum kontrol haplar1 ve hormon replasman tedavisi kullanim1 da kadinlarda

meme kanserinin daha sik goériilmesine katkida bulunabilir.



2.2.3. Ailesel Faktorler

Sosyoekonomik sartlart iyi olan toplumlarin kadinlarinda meme kanseri
goriilme sikligr artmaktadir. Etnik olarak farkli topluluklart barindiran aymi
populasyonda da meme kanseri goriilme insidansi farkliliklar gosterir. Meme
kanserli hastalarin %20’sinde aile hikayesi vardir. Ailede 6zellikle birinci derece
akrabalarda meme kanseri varligi, kiside meme kanseri gelisme riskini 6nemli 6lgiide
arttirmaktadir. Meme kanserli kadinlarin %5-10’unda ise otozomal dominant kalitim
paterni saptanmustir (21). Birinci derece akrabalarinin ikisinde meme kanseri olan
kadinlarda risk 1,5-5 kat artmaktadir. Benzer sekilde birinci derece akrabalarinin bir
tanesinde erken (>50) yasta meme kanseri olan kadinlarda da risk artmistir. Uzak
akrabalarda (teyze,biiyiikanne) meme kanseri goriilmesi, riski fazla arttirmamaktadir.
Yine erken yasta over kanseri olan birinci derece akrabasi olan kadinlarda meme
kanser riskinde 2 kat artis gozlenmektedir. Iki kusak boyunca birinci derece
akrabalarinda meme kanseri Oykiisii olmaksizin meme kanseri gelisen hastalar
sporadik meme kanseri hastalaridir. Birinci veya ikinci derece akrabalarinda birden
fazla kiside meme kanseri olan, ancak herediter meme kanseri tanimina uyacak
sekilde diger kanserlerle birlikte goriilmeyen meme kanserleri ailesel meme kanseri

olarak tanimlanir.

2.2.4. Diyet ve Cevresel Faktorler

Eriskin yaslarda diyet, doymus yag alimi, vitamin A, C, E alimi meme kanser
riskini etkilemedigi anlagilmistir. Bitkisel Ostrojen benzeri bilesiklerden <fito
Ostrojenlerden> zengin soya proteinlerini fazla kullanan toplumlarda meme,
endometrium, prostat kanseri gibi hormon bagimli kanserler daha az goriilmektedir
(22). Meme kanseri vakalarinin %25’inin obez ve sedanter hayat tarzina bagli oldugu
diistiniilmektedir. Viicut kitle indeksindeki artisin meme kanserindeki mortaliteyi

arttirdig1 bilinmektedir. Yapilan galismalar, meme kanser riskinin fiziksel egzersizin



az oldugu ancak yiiksek kalorili, hayvansal yaglar ve proteinlerden zengin olan
beslenme sekli ile arttigi gosterilmistir. Alkol kullanimi birgok epidemiyojik
calismada da artmis meme kanseri ile iligkili oldugu goriilmiis ve giinliik alinan alkol
miktarina bagiml olarak meme kanserinde %32-%45 oraninda artig saptanmistir (23,
24). Cocukluk ¢aginda karsilagilan radyasyon meme kanser riskini arttirmaktadir.
Non-steroid antiinflamatuar kullanimi hem benign hem de malign kolon timor

gelisimini azaltmakla beraber meme kanser gelisimini de azalttig1 gériilmiistiir (25).

2.2.5. Hormonal ve Endokrin Faktorler

Meme kanseri gelisiminde en 6nemli risk faktorlerinden biri kadinin uzun
slire Ostrojen gibi tireme hormonlarina maruz kalmasidir (26). 12 yasindan Once
menars, ilk canli dogumun 30 yasindan sonra yapilmis olmasi, dogurmamis olmak,
menapozun 55 yasindan sonraya kalmasi risk artisin1 beraberinde getirir, az dogum
yapma veya laktasyon doneminin kisa olmasi gibi dogurganlikla iligkili 6zelliklerle
meme kanseri arasinda iliski vardir (27). Erken menars ge¢ menopoz bir kadinin
yasam1 boyunca gordiigli menstrual siklusun dolayli dlgiimii olup, siklus sayisi
artttkga meme dokusunda proliferasyon artar. Bu da DNA hasarina egilimi
arttirmaktadir. Bu nedenle direkt meme kanserine yol agabilecek mutasyon riski de
artmaktadir (28). Ozellikle ailede meme kanseri Oykiisii olan kadmlarda oral
kontraseptif kullanimi meme kanseri riskini arttirmaktadir (27). Oral kontraseptif
kullaniminin kesilmesi ile risk azalir ve kesilmesinden takriben 10 yil sonra da genel
populasyonla ayni seviyelere geriler. Postmenopozal doénemde hormon tedavisi
kullananlarda meme kanseri riski kullanmayanlara gore artmaktadir. Bu riski arttiran
ana sebep hormon replasman tedavisi ile meydana gelen Ostrojen seviyelerindeki
artigtir. En yiiksek risk artist hormon replasman tedavisine maruziyet siiresine paralel
olarak Ostrojen reseptorii pozitif lobiiler karsinomda goriiliir. Tek basima 6strojen
tedavisi alanlarla kiyaslandiginda 6strojen ve progesteron kombinasyonu alanlarda

risk daha fazla olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli degildir. Hormon



replasman tedavisi i¢in menapozal semptomlar1 diizeltmek amaciyla 5 yildan az siire

ile 6strojen, progesteron kombinasyonlarinin kullanilmasi 6nerilmektedir (29).

2.2.6. Meme Hastahg Oykiisii

Meme kanseri olan kadinlarda diger memede kanser gelisme riski 3-4 kat
artmaktadir. Bu artis aile dykiisli varligindan kaynaklanan riske gore daha yiiksektir

(29). Yapilan 6nceki biyopside atipi veya kanser saptanmasi da riski arttirir.

2.2.7. Radyasyon Maruziyeti

Ozellikle 30 yasindan dnce, niikleer patlama, medikal tan1 veya tedavi amagh
iyonize radyasyon maruziyeti ile meme kanseri riskinde artis goriilmektedir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde meme kanseri olgularinin yaklasik %1 inin tarama
amach yapilan mammografiye bagh gelistigi diisiiniilmektedir (30). Ozellikle 10-14
yas grubunda Hodgkin lenfoma nedeniyle gogiis bolgesine radyasyon almis
cocuklarda ileri yasta kanser gelisme riski artmaktadir (31).

2.2.8. Meme Kanserinde Rol Alan Prognostik ve Prediktif Faktorler

Prognostik faktorler meme kanseri tanisinda ya da cerrahisi sirasinda tespit
edilen parametreler olup tedaviden bagimsiz olarak hastanin ve hastalifin gelecegi
ile ilgili bilgiler verir. Bu parametreler timoriin ileride nasil bir seyir izleyecegi

konusunda fikir verir. Ornegin; toplam sagkalim, hastaliksiz sagkalim, ve lokal



kontrol gibi. Prediktif faktorler ise tiimoriin tedavisinde yaniti ya da yanitsizlig
belirleyen faktorlerdir. Sistemik tedavi planlanan hastada kemoterapi ya da hormonal
tedavi se¢imi yapilirken yas ve hormon reseptér durumu gibi iki 6nemli prediktif
parametre goz oniinde tutulur (32). Aksiller lenf nodu tutulumu ve sayisi, histolojik
alt tip, tiimor buyiikligl, niikleer ve histolojik grade, Ostrojen reseptdr ve
progesteron reseptér durumunu igermektedir. Yas, menopoz durumu, 1rk,
onkogenler, timor siipresor genler, biiylime faktorleri gibi belirtegler de muhtemel
diger prognostik faktorlerdir. Meme kanser tipini belirleyen histoloji tiimoriin %90
hatta %100°lik kismimi olusturmalidir. Meme Kkanserlerinde histolojik olarak
prognozlar farklilik gosterir. Histolojik grad 6nemli bir prognostik parametredir.

Grad 3 en kotii prognozu tasir (tablo 1).

Tablo 1.Meme Kanserinde Rol Alan Prognostik ve Prediktif Faktorler

Metastaz Potansiyeli Prediktif Parameterleri

TNM evresi ,Aksiller lenf nodu durumu ,Histolojik alt tipler

Anjiyogenez belirleyicileri ,Hiicre proliferasyon belirleyicileri

Onkogen ve biiylime faktorii gen ekspresyonlari ,Proteaz ekspresyonu

Organ Spesifik Metastaz Prediktif Parametreleri

PTHrP ekspresyonu

Vimentin ekspresyonu

Kemik iligi mikro metastazi

L-myc polimorfizmi

Tiimor Biiylime Hiz1 Prediktif Parameterleri

Tiimor diferansiyasyonu (Grad)

Ostrojen ve Progesteron reseptorleri

HER2/neu, EGFR, mutant p53, Cyclin-D

Proliferasyon belirleyicileri (mitotik indeks, timidin, labeling indeks, S-fazfraksiyonu, Ki-
67, PCNA)

Sistemik Tedavi Etkinligi i¢in Prediktif Parametreler

ER ve PR pozitifligi Cerb-B2 pozitifligi

p53 mutasyonu ,BCL-2 ekspresyonu




2.3. Meme Kanserinin Histopatolojik Siniflamasi

Meme karsinomlari; morfolojik, klinik, hormon reseptor diizeyi, tedaviye
yanitlarina gore farkli ozellikleri olan, heterojenéz gruplara sahip tiimorlerdir. Bu
farkliligin sebebi: Altta yatan hedef hiicre (kanser hiicresi) populasyonundaki
farklilik, farkli onkogen aktivasyonu ve/veya tiimor silipresor gen fonksiyon
kayiplarindaki degisik kombinasyonlardir (21). Meme kanserlerinin %95°1 glandiiler
epitelyum kaynaklidir ve terminal duktal toplayici kanallarin distalinde fonksiyonel
birim olarak kabul edilen duktal lobiileriinite olugtururlar (tablo 2). Diger nadir
malign tiimorler ise squamoz hiicreli karsinom, phylloides tiimor, sarkom ve
lenfomalardir. Meme karsinomu, mikroskobik goriinim ve biyolojik davraniglarina
gbre baslica iki ana gruba ayrilabilir: In situ karsinomlarda, tiimér hiicreleri duktus
veya lobiile siirhidir. Isik mikroskobunda stromaya invazyon yoktur. Invaziv
(infiltratif) karsinomlarda ise tiimor hiicreleri bazal membrani asip stromal invazyon
yaparlar. Bu nedenle invaziv karsinomlar, lenfovaskiiler invazyonla bdlgesel
lenfnodlar1 ve uzak organ metastazi yapabilirler (33). Infiltratif duktal karsinom
(IDC) gériilen vakalarin % 80’ini olusturur. Infiltratif lobuler karsinom ise % 10

oraninda goriiliir. En sik kullanilan tanisal siniflandirma sistemi Diinya Saglik

Orgiitii (WHO) siniflandirmasidir (tablo 3).

Tablo 2. Meme Kanserinin Histolojik Alt Tipleri

Iyi prognoza sahip meme kanserleri Kaotii prognoza sahip meme kanserleri
Tubiiler karsinom Invaziv duktal karsinom

Kribriform karsinom Inflamatuar meme karsinomu

Miisin6z karsinom Tash yliziik hiicreli karsinom

Papiller karsinom Karsinosarkom

Adenoid kistik karsinom Metaplastik karsinom

Diistik dereceli adeno-skuamoz karsinom



Tablo 3. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Meme Kanseri Siniflandirmasi

Invazif Olmayan Kanser

Duktal Karsinoma in situ

Lobuler Karsinoma in situ

Invazif duktal karsinom

Invazif lobiiler karsinom

Miisinoz karsinom

Invazif Kanser

Meduller karsinom

Papiller karsinom

Tubiler karsinom

Adenoid kistik karsinom

Sekretuvar (juvenil) karsinom

Apokrin karsinom

Metaplastik karsinom

Inflamatuar karsinom

Digerleri

Meme basinin Paget’s hastaligi

2.3.1. Meme Kanserinde TNM Siniflamasi
T-Primer timor

TX: Primer tiimdr degerlendirilemiyor
TO: Primer tiimor yok

Tis: insitu karsinom
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Tis (DKIS)
Tis (LKIS)

Tis (Paget) Meme basinin Paget hastaligi tiimor eslik etmiyorsa (Paget

tiimore eslik ediyorsa timor boyutuna gore degerlendirilir.)
T1: Timor boyutu 2 cm veya daha kiiglik
T1mic: Mikroinvazyon 0.1 cm veya daha kii¢iik
Tla: 0,1-0,5cm
T1b: 0,5-1 cm
Tlc: 1-2cm
T2:2-5cm
T3: 5 cm’den biiyiik

T4: Timo6r hangi boyutta olursa olsun goglis duvart ya da meme derisine

yayilim (pektoral kas tutulumu harig)
T4a: Gogiis duvarina yayilim
T4b: Meme derisinde iilser, 6dem, meme derisinde satellit lenf diigiimleri
T4c: T4a+T4b
T4d: inflamatuar karsinom
N-Bolgesel Lenf Diigiimii (Patolojik)
NX: Bolgesel lenf diiglimii degerlendirilemiyor
NO: Lenf diigiimii metastazi yok
N1: Ipsilateral aksiller 1-3 adet lenf diigiimiinde timdr metastaz

N2: Ipsilateral aksiller 4-9 adet lenf diigiimiinde tiimdr metastazi ya da

internal mammaryan lenf diiglimii metastazi
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N2a: Aksiler lenf diiglimiinde fikse timor metastazi
N2b: ipsilateral internal mamaryan lenf diigiimiinde tiimor metastazi

N3: Ipsilateral infraklavikuler lenf diigiimii metastazi ve beraberinde 10’dan

fazla aksiller ya da internal mammaryan lenf diiglimii tutulumu
N3a: Sadece infraklavikuler lenf diigiimiine metastaz
N3b: Internal mammaryan lenf diigiimii ve aksiller lenf diigiimii metastaz
N3c: Supraklavikuler lenf diigiimii metastazi
M-Metastaz
MX: Uzak metastaz degerlendirilemiyor
MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var

2.3.2. Genetik Faktorler

Meme kanserine yol actigi saptanan en onemli genetik mutasyonlar basta
BRCA1 ve BRCA 2 olmak tizere PTEN, P53, MLH1, MLH2 ve STK1l gen
mutasyonlarini igerir. Tim meme kanserlerinin %3-8’inde, ailevi meme kanseri
olgularinin %21-40 kadarinda BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlar1 saptanmistir
(34). Her iki BRCA1l veBRCA2 geni DNA integrasyon ve transkripsiyon
regiilasyonunu saglayan tiimor siipresor proteinlerin kodlarini tasir. Ozellikle
BRCA1 (17921) daha fazla olmak iizere BRCA2 (13ql4) gen mutasyonlarinin
varlig1 otozomal dominant gegisli meme kanserlerinin gogundan sorumludur. BRCA
mutasyon oranlar1 etnik ve irksal gruplara gore farklilik gosterir. BRCA1 mutasyonu
Askenazi Yahudilerinde daha sik goriiliirken bunu sirastyla ispanyol ve Latin kdkenli

kadinlar, Afrika kokenli olmayan Amerikali kadinlar ve Afrika ve Asya kokenli
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kadmlar izlemektedir. BRCA1 ve BRCA2 mutasyonuna sahip kadinlarda yasam
boyu meme kanseri gelistirme ihtimali %50-80 olarak tahmin edilmektedir. Birden
cok meme kanseri olan ailelerin %7’sinde BRCA1 mutasyonu saptanirken birden
¢ok meme ve overkanseri olan ailelerde mutasyon orani %40’lara kadar ¢ikmaktadir.
BRCA1 mutant insanlarda yasamlari boyunca meme kanserinin yanisira basta
over kanseri olmak tizere kolon ve prostat kanseri riskide artar. BRCA 2
mutasyonlar1 erken evre meme kanserlerinin %2,7’sinde saptanirken, meme ve over
kanseri i¢in riskli olan ailelerin%10-20’sinde saptanmustir (35). BRCA2 mutant bir
kadinda gelisen meme kanseri, yiiksek gradli, ER+/PR+, HER2/neu- olma
egilimindedir. BRCA 2 mutasyonu erkek meme kanseri, prostat, pankreas, mesane,
fallopan tiip kanserleri, non-hodgkin lenfoma ve bazal hiicreli karsinom i¢in de bir
risk faktortidiir. TP53 mutasyonu ile olusan Li-Fraumeni Sendromu’nda sarkom,
beyin tiimori, l6semi, larinks ve akciger kanserlerinin yani sira meme kanseri
gelisme riski de yiikselmistir. Boyle hastalarda yasam boyu meme kanser gelisme
riski %90°dir. Ailesel meme kanseri vakalarinin %1’ini olusturur ve hastalarin
%25’inde kanse rbilateraldir. PTEN mutasyonu nadir goriilen Cowden hastaligina
neden olur (36). Intestinal hamartom, kutandz lezyonlar ve tiroid kanser yatkinlig
olan bu kadinlarda yasamlari boyunca meme kanser gelisme ihtimali %30’dur.
Bunlardan daha nadir goriilen Peutz-Jeghers ve herediter Nonpolipozis kolorektal
karsinom (Lynch sendromu) gibi tablolar da artmis meme kanseri ile iliskilidir (37).
Son zamanlarda, hiicresel molekiiler yollaklarin hastaligin anlasilmasinda ¢ok
onemli noktalar olarak tanimlanmaktadir. Bu anlasilmis molekiiler yollaklar
hastaligin  kontroliinde istenilen basarmin kazamlmasmi saglayabilmektedir. Ilk
paragrafta da bahsedildigi gibi meme karsinogenezini cevresel ve genetik faktorler
etkileyebilmektedir. Iste bu genetik faktorlerin meme kanseri patogenezinde 6nemli
role sahip oldugu da ¢esitli arastiricilar tarafindan gosterilmistir ve bu genetik
faktorlerinin belirlenmesinin meme kanserinden korunmada ve bireysellestirilmis
tedavi yontemlerinde kullanilabilecegi goriisii hizla 6nem kazanmaktadir. Meme
kanseri olusumunda rol oynayan genetik faktorlerden bir tanesi de genetik
polimorfizmlerdir (38). Bir¢ok kanserde oldugu gibi, karmasik ve ¢ok basamakli
olan meme karsinogenezis siirecinde genetik polimorfizmlerin rol oynadiklar1 ve

bireyin meme kanserine genetik yatkinligindan sorumlu olduklar1 birgok arastirict
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tarafindan gosterilmistir. Bu yiizden gen fonksiyonunu veya ekspresyonunu
etkileyerek ~meme  kanserine  yatkinhigi  etkileyebilecek tek  niikleotid
polimorfizmlerinin belirlenmesi 6nemlidir.

Telomer, okaryotik dogrusal kromozomlarin uglarinda bulunan herhangi bir
gen kodlamayan, 6zellesmis heterokromatin yapilaridir (39). Telomerler dogrusal
kromozomlarin uglarinda bulunan, TTAGGG dizi tekrarlarindan olusan 6zellesmis
yapilardir (40). Telomerler ve ilgili proteinler kendi tizerine katlanarak, telomerlerin
hem korunmasi hem de replikasyonu i¢in bir destek yapi olusturan, boylelikle
kromozom biitiinliiglinii koruyan ve kromozomlarin ug¢ uca fiizyonunu onleyen, T
ilmegi adli telomer ilmek yapisini meydana getirir. Somatik hiicrelerde bdliinme
sayist siirlidir; telomer uglart fazla kisaldiginda telomerlerden ¢ikan DNA hasari
sinyalleri, boliinmeyi durdurmak ve hiicre yaslanmasi ya da replikatif yaslanma adi
verilen bir siiregle apoptozu uyarmak iizere sinyaller gonderebilir (41). Bunun nedeni
kismen, DNA replikasyon mekanizmasinin telomerik DNA’y1 biitiiniiyle duplike
edememesi sonucu telomerlerin her hiicre boliinmesinde giderek kisalmasidir (42).
Bu olaylarin en iyi ornekleri, telomerlerin 16kosit proliferasyonuyla iliskisinin

gosterildigi immiin sistemde izlenmistir (14).

2.3.2.1. Telomer biyolojisi

Telomerler, T ilmekleridenen yapilar ve G kuadrupleksler olusturan sarkan 3’
tek iplik ucuyla sonlanan kisa DNA dizilerinin ¢oklu tekrarlari ile ayirt edilir (43).
Insanlarda 10-15 kb, fare ve sigan tiirlerinde 20-50 kb uzunlugunda olan dizilerin
tekrar sayist degiskendir (44). Telomer yapisini, telomerik tekrar dizileriyle birlikte
onlara baglanan shelterin proteinler olusturur: TRF1, TRF2 ve Potl telomerazin
telomere baglanmasi ve telomer uzunlugunun diizenlenmesinde vazgecilmez rol
oynar (44, 45). Diger ii¢ shelterin protein TIN2, TPP1, RAPI1 ise TRF1, TRF2 ve
Potl ile dogrudan olmayan protein-protein etkilesimleri yoluyla telomerlere baglanir.
Telomerlerin yapisinda shelterin proteinler disinda Tenl, Pinx1 gibi telomere 6zgii

olmayan proteinler de bulunur ve bunlar 6nemli islevler tstlenir (45). Fiziksel olarak
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telomerler 6karyotlardaki dogrusal kromozomlarin baslik (‘‘cap’’) ucunda bulunur
ve niikleik asit ug¢larinin kromozomal fiizyonlara ve/veya kromozomal instabiliteye
yol acabilecek DNA hasari yanitlar1 tarafindan taninmasini Onler (46). Hiicre
boliinmesi sirasinda DNA replikasyonu igin primer olarak islev goriir. Insan
telomeraz kompleksi, telomerleri pargalanmadan, kayiplardan, yeniden diizenlenme
ve ug¢ uca fliizyondan koruyan hTERT, insan telomeraz RNA’st (hTR) ve ilgili
proteinlerden olusan bir niikleoprotein olan telomerin sarkan 3’tek iplik ucuna
baglanir (44). Bu komplekste telomeraz diizenlenmesiyle ilgili en 6nemli bilesenler:
Kataliz i¢in aktif bolge gorevi tistlenen hTERT ve DNA sentezinde ters
transkripsiyonu sinirlandiran sablon (“template”) sinir elamani olan h'TR dir.

Doku kiiltiirinde primer insan hiicrelerinin  proliferatif —kapasitesi
popiilasyonun 50-70 kez ikiye katlanmasi ile smirlidir ve insanlarda telomer
uzunlugu 5-10 kb olup yasla birlikte telomerin giderek kisaldig: ileri siiriilmiistiir
(47).Hiicre telomerleri kritik uzunluga ulasinca, hiicrelerin ¢ogalan fraksiyonu, hiicre
proliferasyonunun kaybiyla seyreden hiicre yaslanmasi evresine girer (48). Kanser
hiicreleriyse biiylik Olgiide telomeraz aktivasyonuyla ya da “alternatif telomer
uzamas1” olarak adlandirilan, homolog rekombinasyon aracili telomer uzama
mekanizmasinin alternatif kullanimiyla telomer uzunlugunu korur. Bu diger uzatma
mekanizmasi, telomerazin bulunmadig1 ya da aktivitesini tamamlayamadig: hiicrede
telomeraz aktivitesinin eksikligini telafi eder (49). Benzer sekilde telomerlerin
korunmasi, “genetik beklenti” (bir genetik bozukluk normal hiicrelerde telomeraz
aktivitesi sadece germ hiicre soyu ya da atiflesmis lenfositler dahil hematopoetik
hiicreler gibi proliferatif potansiyeli olan hiicrelerde saptanir, buna karsilik insanda
cogu somatik hiicrede telomeraz aktivitesi bulunmaz ve yalnizca somatik kok
hiicreler ile progenitor hiicrelerde diisiik diizeyde ekspresyon vardir (50). Tersine,
bir¢cok kanser hiicresi tipinde telomeraz up-regiilasyonu yoluyla telomer uzunlugu
korunur, replikatif yaslanma ya da apoptoz onlenir (51,52). Kanser hiicrelerinde
telomeraz ekspresyonunun ve eszamanl olarak enzim aktivitesinin yiiksek olmasi,
onu kanser tanisinda ve prognozun belirlenmesinde yararli bir molekiiler belirte¢
haline getirir (52,53). Telomer islev bozuklugu kemik iligi yetersizligi
sendromlarinda, 16semi ve kanser gelisiminde de rol oynamaktadir (54,55). Periferik

kan hiicreleri ve renal korteks dahil g¢esitli insan doku ve organlarinda yaslanma

15



sirasinda telomerler kisalir (56). Bu c¢aligmalar telomerler ile yaslanma, kanser ve
otoimmiin hastaliklar arasindaki siki iligskiyi dogrulamaktadir.

Telomerlerin  essiz  nitelikleri  kromozomlarin  biitiinliiglinlin ~ ve
dayanikliligimin korunmasinmi saglar. Telomeraz Skaryotik kromozomlarin uglarina
ardisik, kisa DNA tekrar dizilerini (telomerik DNA) yerlestiren enzimdir. Bir
riboniikleoprotein olan telomeraz, protein katalitik altbirimi (insanda hTERT), RNA
altbirimi (insanda hTR) ve bir veya daha fazla yardimci proteinden olusur.
Telomeraz enzimi telomerik DNA’larin uzunlugunun ve kromozomal biitiinliigiin
korunmasinda ayrica hiicresel 6liimsiizlik i¢in de gereklidir. Telomeraz enziminin
katalitik alt birimini olusturan hTERT geni 5. kromozomun kisa kolu iizerinde
lokalizedir (5p15.33). HTERT genindeki polimorfizmlerin karsinogenezis siirecine
etkilerinin olduklar1 daha Onceki yapilan calismalarda bildirilmistir. Bu
calismalardan elde edilen sonuglar dogrultusunda fonksiyonel oneme sahip 5
polimorfizm belirlenmistir. Bu 5 polimorfizmden biri olan hTERT rs2736098 (G>A)
polimorfizmi genin 2. ekzonu igerisinde bulunan esanlamli bir degisime neden
olmaktadir. Diger bir polimorfizm olan hTERT rs2736100 (A>C) polimorfizmi 2.
intron igerisinde bulunmaktadir. HTERT rs2736100 polimorfizmi varsayimsal
diizenleme bolgesi igerisindedir. Ugiincii polimorfizm olan hTERT rs2736109 (G>A)
polimorfizminin genin promoter bolgesi igerisinde bulundugu ve fonksiyonel bir
oneme sahip oldugu daha Onceki yapilmis caligmalarla gosterilmistir. Fonksiyonel
oneme sahip oldugu belirlenen dordiincti polimorfizm ise hTERT rs2735940 (C>T
polimorfizmidir. HTERT 1rs2735940 polimorfizmide genin promoter bdlgesi
igerisinde bulunmaktadir. Genin transkripsiyonel aktivitesi etkiledigi belirlenen
hTERT 152735940 (C>T) polimorfizmi transkripsiyonun baglangi¢ yerinden 1327
baz ciftlik uzaklikta bulunmaktadir. Besinci polimorfizm olan hTERT rs2853669
(T>C) polimorfizmide genin promoter bdlgesinde bulunmaktadir. Bu polimorfizmin
bulundugu bolgenin Ets2 transkripsiyon faktoriiniin baglandig1 bdlge igerisinde

oldugu belirlenmistir (57).
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3. MATERYAL ve METOD

Calisma icin Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi 07/02/2014/22 tarih
ve sayil i¢ Hastaliklar1 Akademik Kurul onay ile karar no :17, 13/02/2014 tarihli

etik kurul onayi alindi.

3.1. Hasta ve Kontrol Grubu

Bu ¢alisma Subat 2014-Temmuz 2014arasinda Mustafa Kemal Universitesi
Tibbi Onkoloji Bilim Dali’na bagvuran 18 yas iistii meme kanser tanisi almis 86
hasta ve yas cinsiyet uyumlu 86 saglikli kontrol toplam 172 bireyde gerceklestirildi.
18 yas iistii rutin tetkik amach Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi’ne
basvuran saglikli kisiler, kontrol grubuna alindi. Daha 6nce baska kanser tanis1 eslik
eden 2. primer kanseri veya kemoterapi/radyoterapi gormiis hastalar dislandi.
Hastalara ait demografik bilgiler, her hastanin fizik muayenesi yapilip kaydedildi.
Kontrol bireyler belirlenirken, hasta grubunun yas ortalamasina yakin olmasina 6zen
gosterilmistir. Arastirmaya katilan calisma ve kontrol grubu bireylerinin kanlar
gontlliiliik esasina dayanarak etik kurallar ¢gergcevesinde toplanmistir. Hem hasta hem
de kontrol grubundaki goniilliilere, calismaya katilmadan 6nce ¢alismanin amaci ve
igerigi hakkinda agik bir dille bilgilendirilmis onam formu imzalatilmistir. Meme
kanserli ve saglikli kontrol bireylerden toplanan periferik kandan elde edilen
DNA’lar materyal olarak kullanildi. Meme kanseri tanisi alan hastalar ile bu
hastalarin  kontrol bireylerinin periferik kani bilgilendirilmis onam formu
imzalattirildiktan sonra 0,5 molar (M) etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (5,4 mg)
igeren vakumlu tiiplere 2 ml olacak sekilde kan dolduruldu. Hasta ve kontrol grubu

bireylerinden alinan periferik kanlar DNA izolasyonu yapilana kadar -80°C’de
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sakland1. Periferik kandan izole edilen genomik DNA’lar -20 °C’de calisma giiniine
kadar muhafaza edildi. izole edilen DNA’lar Telomeraz Ters Transkriptaz (nTERT)
genindeki genetik polimorfizmleri ¢alisilmas1 amaciyla Adiyaman Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mdélekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuarina
gonderildi.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlari

3.2.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

3.2.1.1. Htert Genindeki Rs2736100 Polimorfizmin Analizinde Kullanilan
Primer Cifti

HTERT genindeki rs2736100 polimorfizmi saptamak i¢in se¢ilen primer gifti
ile A TERT rs2736100 polimorfizminin olusmasina neden olan niikleotidin de ig¢inde
bulundugu 152 baz c¢iftlik (b¢) bir DNA fragmenti amplifiye edilmistir. Kullanilan
primerlerin uzunluklari, erime sicakliklar1 (Tm), guanin-sitozin (GC) baz orani ve
baz dizisi tablo 5’te gosterilmistir. Primerler, liyofilize halde, 0,2 pumol sentez
skalasinda sentezlenmis ve yiliksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile
saflagtirilmis  ticari olarak (EllaBiotechGmbH Am Klopferspitz 1982152
Martinsried/Germany) satin alinan hTERT rs2736100 ileri primeri 100 pmol/ul
hacimde olacak sekilde iiretici firmanin Onerisi olan 533 pl aym sekilde hTERT
rs2736100 geri primeri de 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde 528 pl PCR igin

uygun safliktaki steril distile su ilave edilerek ¢oziildii ve -20 °C’de saklanmustir.
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Tablo 4. HTERT Genindeki Rs2736100 PolimorfizminiSaptamak I¢in Kullanilan
Primerlerin Uzunluklari, Erime Sicakliklari, GC Orani ve Baz Dizisi

Primer | Uzunluk (bg) | Tm (°C) | (%) GC Baz dizisi
5’-
hTERT
. 20 56.9 45.0 CCCCACAAGCTAAGCATTAT
rs2736100 Ileri 3
5’-
hTERT
] 19 58.3 526 | GAAGAACCACGCAAAGGAC -
rs2736100 Geri 3

3.2.1.2. DNA lzolasyon Kiti

Roche firmasimin iirettigi yliksek saflikta PCR i¢in kalip DNA hazirlama kiti
(High Pure PCR TemplatePreparation Kit) (Cat. No. 11 796 828 001) periferik
kandan ve parafine gdmiilii kolorektal kanserli dokulardan genomik DNA izolasyonu
i¢cin kullanilmistir. Yiiksek saflikta PCR icin kalip DNA hazirlama kitinin igerisinde

asagidaki bilesikler ve tiipler bulunmaktadir.

Yiiksek saflikta PCR i¢in kalip DNA hazirlama kitinin igerigi:

1.Doku Pargalama Cozeltisi (TissueLysisBuffer)............cccceeeennnn.n. 20 ml
(4M tire, 200mM NaCl, 200mM EDTA, pH: 7.4, 25 oC)

2.Baglanma ¢ozeltisi (BindingBuffer)..........................c 20 ml

(6M guanidine-HCI, 10mM iire, 10 mMTris-HCI, % 20 Triton X-100
(v/v),pH:4.4, 25 oC)

3.Proteinaz K (recombinant PCR grade, Liyofilize)
(4.5 ml distile su ilave edildikten sonra kullanildi)

4 Inhibitdr Uzaklastirict Cozelti (InhibitorRemalBuffer).................. 33 ml
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(5M guanidine-HCI, 20mM Tris-HCI, pH:6.6, 25 oC) (20 ml etanol ilave

edildikten sonra kullanildi)
5.Yikama ¢ozeltisi (Wash Buffer)........ccccoevieiiiiiiiniiieie 20 ml

(20mM NaCl, 2mM Tris-HCI, pH:7.5) (80 ml etanol ilave edildikten sonra
kullanildr)

6.Cozdiirme Cozeltisi (Elution BUFFer)........ccovvveviiiiiiieeecece 40 ml

(10mM Tris, pH:8.5, 25 0oC)

7.Filtreli tiipler (High PureFilter Tubes)........cccceveeveeveniiiiiiiciinn 100 Adet
(Polypropylen)
8. Toplama Tiipleri (Collection Tubes).........cccverieeriiieniiniieiieeieee, 400 Adet

3.2.1.3. Sfc | Restriksiyon Endoniikleaz

hTERT genindeki rs2736100 polimorfizmi bu ¢alismada PCR-RFLP yontemi
ile belirlenmistir. Rs2736100 polimorfizmi New England Biolabs firmasinin {irettigi
Sfc Irestriksiyonendoniikleaz enzimi ile belirlenmistir. Streptococcusfaecium (A.
Meloni) bakterisine ait Sfc 1 genini tasiyan Escherichiacoli susundan Sfc |
restiriksiyon endoniikleaz enzimi {retilmistir. Bu enzim restriksiyon etkisini
yapiskan u¢ olusturarak gosterir. Sfc Irestriksiyon endoniikleaz enzimine ait DNA

ozelligi asagida verilmistir.

5 ..CTRYAG...3
3...GAYRTC...5
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3.3. Kullanilan Deney Ekipmanlari

3.3.1. Santrifiijler

DNA izolasyonu ¢alismalarinda dakikada 18.000 devir yapabilen, -20 °C ile
+40 °C sicakliklar1 arasinda ayarlanabilen, 278 x 333 x 620 mm boyutlarinda olan
1,5 ve 2,0 ml eppendorf tiiplerine uyumlu ve 12 adet tiip kapasiteli MIKRO 22R
model HETTICH marka sogutmal1 santrifiij kullanilmistir.

PCR ve PCR-RFLP islemlerinde reaksiyon reaktiflerini deney tiipiiniin dibine
toplamak amaciyla dakikada 13.000 devir yapabilen 0,2 ve 0,5 ml eppendorf
tiplerine uyumlu ve 16 adet tiip kapasiteli FORCE 13 model TECHNE
CAMBRIDGE marka masaiistii mikro santrifiij kullanilmistir.

3.3.2. Derin Dondurucular

Calismamizda kullanilan saf malzemelerin saklanmasinda -20 °C sicakliga

inebilen ETUP 514 SL model ARISTON marka derin dondurucu kullanilmistir.

3.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyon Aleti (Termal Cycler)

PCR isleminde GeneAmp~ PCR System 9700 model AppliedBiosystems
(AppliedBiosystems, Singapore) marka termal cycler kullanilmistir. Termal cycler

cihaz1 0,2 ml eppendorf deney tiipiine uyumlu ve 96 adet mikrotiip kapasitelidir.
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3.3.4. Jel Goruntiileme Sistemi

Elektroforez sonuglar1 BioDoc 1™ Biometra marka goriintlileme sistemi ile
gorlntiilenmistir. Goriintiileme sisteminde beyaz ve UV 1sik yayabilen iki farklh

lamba ve bilgisayara bagli kamera bulunmaktadir.

3.3.5. Jel Analiz Sistemi

Jel goriintiileme sistemindeki kamera ile alinan goriintiiler Bio Doc Analyze
1,0 BDA U-90 Biometra (Goéttingen, Germany) programi ile analiz edilmistir. Analiz

edilen goriintiiler bu program altinda bilgisayara kayit edilmistir.

3.4. DNA izolasyonu

3.4.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

HTERT genindeki rs2736100 polimorfizminin belirlenmesindeki ilk asama,
periferik kandan cam lifli filtreye niikleik asit baglama metoduna gore
gerceklestirilen DNA  izolasyonudur. Calismalar, ticari olarak satilan DNA
izolasyonu kitinin (yiiksek saflikta PCR ig¢in kalip DNA hazirlama kiti) protokoliine
gore gercgeklestirildi. Protokol asagidaki basamaklardan olusmaktadir. EDTA’I
tiplere alinan periferik kandan 200 pl almip 2ml kapasiteli eppendorf tiipiine
aktarildiktan sonra bunun iizerine 200 pl baglanma ¢ozeltisi ve 40 pl Proteinaz K
ilave edildi; pipetle resiispanse edilerek homojenizasyon saglandi. Tiipler, 6nceden

70 °C’ye ayarlanan kuru 1s1 blogunda 10 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
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sonunda, karigimin tlizerine 100 pl izopropanol eklendi ve pipet ile iyice karistirildi.
Eppendorf tiipii iginde bulunan 6rnegin tamami toplama tiipii igine yerlestirilmis
filtreli tiipiin i¢ine pipet ile aktarildi. 8000 devir/dakikada 1 dakika santrifiij yapildi.
Santrifiij sonrasinda filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine aktarildi. Filtreli tiiplin
tizerine 500 pl inhibitor uzaklastirict ¢ozeltisi eklendi. 8000 devir/dakikada 1 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine aktarildi.
Filtreli tiipiin tizerine 500 pl yikama ¢ozeltisi eklendi ve 8000 devir/dakikada
1 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine
aktarildi. Filtreli tlipiin tizerine ikinci kez 500 pl yikama ¢ozeltisi eklendi. Boylece
yikama iglemi iki defa tekrar edilmis oldu. 8000 devir/dakikada 1 dakika santrifiij
yapildi. Santrifiij bittikten sonra, toplama tiiplerinin alt kisminda biriken sivi
uzaklastirildi ve 13000 devir/dakikada 10 saniye santrifiij edildi. Filtreli tiipler, temiz
birer eppendorf tiipiiniin igine yerlestirildi ve 70 °C’ye ayarlanmis kuru 1s1 blogunda
isitilmis olan ¢ozdiirme ¢ozeltisinden 200 ul ilave edilerek 8000 devir/dakikada 1
dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda filtreli tiip atildi. Eppendorf tiipiinde
geri kalan ¢ozelti piirifiye edilmis genomik DNA’dir. Bu asamadan sonra ¢oziinmiis

DNA’lar -80 °C’de polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilinceye kadar saklandu.

3.5. HTERT Genindeki Rs2736100 Polimorfizminin PCR-RFLP Yoéntemi ile
Belirlenmesi

3.5.1. HTERT Genindeki Rs2736100 Polimorfizmini Saptamak Amaciyla Bu
Polimorfizmin Olabilecegi DNA Bolgesinin PCR Ile Cogaltilmasi

HTERT rs2736100 polimorfizmi insanda 5 kromozomun kisa kolu tlizerinde
lokalize olan (5p15.33) hTERT geninin 2 intronunda bulunmaktadir. Rs2736100
polimorfizmi sitozin niikleotidinin guanin niikleotidine (C—>A) doniismesi sonucu

meydana gelir. HTERT rs2736100 polimorfizmi Cybulski ve ark. (2004b)’nin
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kullanmis olduklar1 PCR-RFLP yontemi ile belirlenmistir. Igerisinde hTERT
rs2736100 polimorfizminin meydana geldigi 152baz ciftlik (bg) genomik insan
DNA’sinin polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifikasyonu i¢in hTERT rs2736100
Ileri: 5°>- CCC CAC AAG CTA AGC ATT AT -3’ve hTERT 152736100 Geri: 5°-
GAAGAACCACGCAAAGGAC-3’primerleri kullanilmistir.

Tablo 6’da kullanilan primerlerin hTERT geni {izerindeki konumlar1 (alti
¢izili ve kirmizi renkli niikleotidler) ve rs2736100 polimorfizminin bulundugu bolge

(bliytik harf ve mavi renkli niikleotid) gdsterilmistir.

Tablo 5. HTERT Rs2736100 Polimorfizmi Bulundugu Bélgenin Cogaltilmasinda Kullanilan
Primerlerin HTERT Geni Uzerindeki Konumlar1 ve Polimorfizmin Meydana Geldigi
Niikleotid

TAAGACCCTT AGTGTATTTT AGCTCTGGCC ACCCCCCAGC CTGTGTGCTG TTTTCCCTGC
TGACTTAGTT CTATCTCAGG CATCTTGACA CCCCCACAAG CTAAGCATTA TTAATATTGT
TTTCCGTGTT GAGTGTTTCT
K(C>2)

TAGCTTTGCC CCCGCCCTGC TTTTCCTCCT TTGTTCCCCG TCTGTCTTCT GTCTCAGGCC
CGCCGTCTGG GGTCCCCTTC CTTGTCCTTT GCGTGGTTCT TCTGTCTTGT TATTGCTGGT

AAACCCCAGC TTTACCTGTG CTGGCCTCCA TGGCATCTAG CGACGTCCGG GGACCTCTGC

DNA izolasyonu ile izole edilen DNA oOrneklerinden hTERT rs2736100
polimorfizmini belirlemek amaciyla, polimorfizmin bulundugu 152bg.’lik bir gen
bolgesi PCR ile ¢ogaltildi. Her bir 6rnek i¢in, daha once otoklavda sterilize edilen
0,2 mI’lik PCR tiiptinde 25 pl’lik bir PCR reaksiyonu hazirlandi. PCR protokolii
asagidaki basamaklardan olusmaktadir. Tiim PCR eriyiklerinin bir araya konuldugu
ana karisim 1,5 veya 2 ml’lik steril eppendorf tiipleri igerisinde hazirlandi. Tiiplere
pipetaj sirasindaki kayiplar g6z 6niinde bulundurularak ¢ogaltilacak 6rnek sayisindan
3-5 ornek kadar fazla olacak sekilde PCR karisimi hazirlandi. Tablo 7’de ana
karigimin hazirlanis1 ve PCR eriyiklerinden 25 pl’lik bir PCR reaksiyonu i¢in ne
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kadar alinmas1 gerektigi ve eriyiklerin reaksiyondaki son konsantrasyonlari
gosterilmistir.

Ana karisim  vorteks ile karistirlldiktan sonra  ¢eperlere  yapisan
damlaciklardan da yararlanmak i¢in ¢ok kisa bir santrifiij (spin) (8000 devir/dakikada
10 saniye) ile tiim siv1 bir araya toplandi. 0,2 pl’lik steril PCR tiipleri etiketlendikten
sonra PCR ana karisimindan bunlarin her birine 17,5 ul konuldu. Her etiketli PCR
tiiptine ayni1 etikete sahip DNA tiiplerinden 7,5 erpul DNA eklenerek her tiipiin i¢inde
25 wl’lik PCR karisimi olusturuldu. Negatif (su) ve pozitif (WTERT rs2736100
polimorfizmi homozigot ve heterozigot olarak bulunduran DNA) kontrollerde ayni
sekilde etiketlendi. Biitiin tiipler GeneAmp® PCR System 9700 (AppliedBiosystems)
PCR cihazima yerlestirildi. Tablo 8’de PCR protokolii programlanarak PCR cihazi
calistirildi. Ardindan PCR cihazindan ¢ikarilan 6rnekler agaroz jel elektroforez ile

analiz edilinceye kadar 4 °C’de saklandu.

Tablo 6. HTERT Rs2736100 Polimorfizmini Saptamak Amactyla Optimum
Amplifikasyonun Gergeklestirildigi PCR Reaksiyon Karigimi

Malzeme Stok Son Alman Miktar (ul)
Konsantrasyon | Konsantrasyon
(25ul’de)
PCR tamponu 10X 1X 2,5ul
MqgCl, 25 mM 1,5mM 1,5ul
dNTP karisimi 10 mM 200 uM 0,5 ul
hTERT rs2736100 | 50 pmol/ul 12.5 pmol/ul 0,25 ul
Ileri Primer
hTERT rs2736100 | 50 pmol/ul 12.5 pmol/ul 0,25 ul
Geri Primer
TagDNA polimeraz 5U0/ul 3U 0,6 wl
DNA 15-30 ng/pl 112.5-225 ng 7,5ul
ddH,0 -- -- 119 w
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Tablo 7. HTERT Rs2736100 Polimorfizmi I¢in PCR Sicakliklar1 ve Déngii Sayilar:

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Stire | Dongii sayisi
[k denatiirasyon 94 3 dakika 1
Denatiirasyon 94 30 saniye

Baglanma (Annealing) 60 60 saniye 30
Uzama (Extension) 72 30 saniye

Son Uzama 72 5 dakika 1
Sogutma 4 - -

3.5.2. HTERT Rs2736100 Polimorfizminin Bulundugu Bélgenin PCR islemi

Sonucunda Goriintiilenmesi

HTERT rs2736100 polimorfizminin bulundugu bdlgenin PCR reaksiyonu ile
cogaltilmasi sonucunda bu bolgenin c¢ogaltilip ¢ogaltilamadigr %2,5’lukagaroz jel
elektroforez ile kontrol edildi. Birinci kuyucuga DNA marker diger kuyulara PCR
iiriinleri yiiklendi. Jel 90 voltta 30 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Bio Doc 1™
Biometra jel goriintiileme sistemi ile DNA bantlar1 incelendi. HTERT rs2736100

polimorfizminin bulundugu bolge i¢in 152b¢’lik 1 adet bant gozlendi (sekil 1).
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Sekil 1. HTERT rs2736100 polimorfizminin bulundugu DNA bolgesinin PCR reaksiyonu ile
¢ogaltilmas1 sonucu olusan DNA pargasinin %2,5’1ik agaroz jeldeki goriintiisii. M: DNA
marker, diger Kuyucuklar: HTERT rs2736100 polimorfizminin bulundugu 152bg’lik DNA
fragmenti

3.5.1. HTERT Rs2736100 Polimorfizmini Belirlemek i¢in RFLP Analizi

Restriksiyon endoniikleazlar (RE) cift iplikli DNA’y1 kesen enzimlerdir. RE
DNA diziliminde iki yonlii simetri olusturan palindromik (her iki yonden de ayni
bicimden okunan) bdlgelerdeki baz dizilerini tanirlar ve bu dizilerden her iki DNA
zincirini keserler. Bu enzimler bakterilerden izole edilir ve bakteriye giren viral
DNA’y1 parcalayarak bakteriyi virlis enfeksiyonundan korurlar. Restriksiyon
enzimlerinin bilimsel adlandirilmasi izole edildigi bakterinin ii¢ harfli kisaltmasini
takip eden sug tanimlamasiyla beraber bulunduklari siraya gore romen rakamiyla
yapilir.

HTERT rs2736100 polimorfizmini RFLP yontemi ile saptayabilmek i¢in Sfc
Irestriksiyon enzimi kullamldi. Bu enzim 5°..C'TRYAG..3’ sirasma sahip 6
niikleotidlik DNA bdélgesini tanir ve 5° tarafindaki CT bazlar arasinda yapiskan ug
olusturacak sekilde kesim yapar. Sitozin’in (C) Adenin’e (C-->A) donilismesi sonucu
Sfc Irestriksiyon enziminin tanima ve kesim bolgesi tamamlanmis olur ve bu

durumda enzim 152bg¢’lik DNA pargasini 101 ve 51bg¢’lik iki parcaya boler.
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RFLP protokolii asagidaki basamaklardan olugmaktadir:

1.

RFLP reaksiyonu igin gerekli ana karigim, 1,5 veya 2 ml’lik steril eppendorf tiipii
icinde hazirlandi. Deney tiiplerine ana karisimin pipetle aktarilmasi sirasindaki
kayiplar géz 6niinde bulundurularak kesim yapilacak 6rnek sayisindan 3-5 6rnek
kadar fazla olacak sekilde karisim hazirlandi. Tablo 9°’da ana karisimin
hazirlanis1 ve RFLP eriyiklerinden 20 pl’lik bir RFLP reaksiyonu i¢in ne kadar
alinmas1 gerektigi ve eriyiklerin reaksiyondaki son konsantrasyonlari
gosterilmigtir.

Tablo 9°da verilen kimyasallar belirtilen miktarlarda karistirildi. Oncelikle su,
tampon ve BSA sonrasinda enzim karisima eklendi. Ardindan vorteks ile
karistirilip, kisa bir spin santrifiij (8000 devir/dakikada 10 saniye) ile tiim sivinin
tiiplin alt kisminda toplanmasi saglandi.

0,5 ml’lik steril tiipler PCR iirtinleri ile eslesecek sekilde etiketlenip, iclerine 15
pl RFLP reaksiyon karistmindan konuldu. Her c¢alisma igin yapilan pozitif
kontrollerde ("TERT rs2736100 polimorfizminihomozigot ve heterozigot olarak
bulunduran PCR iiriinleri) ayn1 sekilde etiketlendi.

Tiiplere ayn1 isimli PCR {iriinlerinden 5 pl eklendi.

Kisa bir spin santrifiij (8000 devir/dakikada 10 saniye) ile tiim damlaciklar bir
araya toplandi ve her tilipiin ilizerine mineral oil eklendi. Buharlasmay1 6nlemek
icin tim tiliplerin kapak kenarlar1 parafilm ile sikica sarildi. Sonra tiiplerin
tamami daha o&nceden, enzim iireticisinin tavsiyesi dogrultusunda 37 °C’ye
1sitilan kuru 1s1 bloguna yerlestirildi.

37 °C’de bir gece inkiibasyonun ardindan (16 saat), tiipler kuru 1s1 blogundan
almarak 4 °C’de sogumaya birakildi. Bu arada yukarida anlatilan yontemler ile %
2,5’lik agaroz jel hazirlandu.

Tiim RFLP iirlinleri ve DNA marker’:, tek tek jel yiikleme tamponu ile
kanigtirilarak jele yiiklendi. Yiikleme esnasinda pipet ile aktarma islemi cok
dikkatli bir sekilde gergeklestirildi. Jel 90 voltta elektroforez edildi.

45-55 dakika sonra elektroforez durduruldu. Jel tepsisinden c¢ikarilan jel, jel
goriintiileme sistemi ile incelendi ve bilgisayara bagli kamera yardimiyla

gorlintiiniin fotografi ¢ekildi ve bilgisayara kaydedildi.
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Tablo 8. HTERT Rs2736100 Polimorfizmi Belirlemek Icin RFLP Reaksiyonu Karisin

Malzeme Stok Konsantrasyon | Son Konsantrasyon (20ul’de) | Alinan Miktar (ul)
Cut Smart™ Buffer 10X 1X 2 ul

Bovin serum albumin | 10mg/ml 100pg/ml 0,2 ul

Pstl 20.000 U/ml 12U 0,6 ul

PCR iiriinii - - 5ul

ddH,0 - - 12,2 ul

Kesim reaksiyonu sonucu olusan lriinler % 2,5’lik agaroz jelde yiiriitiiliip

goriintlilendikten sonra, olgularin genotiplemeleri gergeklestirildi. Kesim sonucunda

elde edilen ve olgularin genotipini belirleyen bandlar asagida belirtilmistir.

Goriintiili agiklamada Sekil 2°de gortilmektedir.

a- HTERT 1s2736100 polimorfizminiicin CC genotipteki olgularda 152bg’i

biiytikliigiindeki tek bir DNA fragmenti (RE tanima bodlgesi bulamadigindan PCR

iriinii kesilmemistir) gérilmiistiir.

b- HTERT rs2736100 polimorfizmini i¢in heterozigot (CA) genotiplerde 152, 101

ve 51 bg¢’i biytikligiinde iic DNA fragmenti (RE bir A allel bulundugundan

dolayr bir tanima bdlgesine sahiptir diger allelde tanima bolgesi olmadigindan

kesilmemistir) goriilmiistiir.

c- HTERT rs2736100 polimorfizmini i¢in homozigot (AA) mutant genotiplerde 101
ve 51 be¢’1 biiylikliigiinde iki DNA fragmenti (RE iki A alleli bulundugundan

dolay1 tiim PCR iiriinleri kesmistir) goriilmiistiir.
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Sekil 2. HTERT rs2736100 polimorfizminin RFLP yontemi ile genotiplendirilmesi sonucu
olugsan DNA pargalarinin % 2.5’luk agaroz jeldeki goriintiisii

3.6. istatiksel Yontem

Istatiksel degerlendirmeler icin SPSS (Statistical Package for social sciences)
for Windows 15,0 paket programi kullanildi. Tamamlayici istatistikler yilizde olarak
ifade edildi. Kategorik degiskenler say1 ve siklik olarak ifade edilirken siirekli
degiskenler, ortalama+ SD olarak ifade edildi. Siirekli degisken olan yas normal
dagilim yoniinden Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi. Nominal degiskenler
arast iligkiler ki-kare / fisher’s excact testi ile, gruplar arasi ortalama farki testi
students’s t testi ile incelendi. Tiim istatiksel veriler igin p<0,05 anlamli olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢aligma 18 yas iistii meme kanser tanisi almis 86 hasta ve yas uyumlu 86

saglikli kontrol toplam 172 bireyi igermektedir. Hasta grubu ve kontrol grubunun yas

ortalamasina yakin olmasina 6zen gosterilmistir. Hasta kontrol grubunun yas

ortalama verileri Tablo 10’da gosterilmektedir.

Tablo 9. Caligmaya Katilanlarin Yag Ortalamalari

Say1

Minimum

Maximum

Ortalama

Standart Sapma

Yas

172

25

77

52,78

11,19

Calismaya katilanlarin yas dagilimlarina bakildiginda; en kiiciik yas 25.,en

biiyiik yas 75 olup, yas ortalamasi 52,78+11,19 idi.

Tablo 10. Vaka ve Kontrol Gruplarinin Yag Ortalamalari

Grup Say1 Minimu Maximum Ortalama Standart sapma
m
Kontrol Yas 86 26 77 52,85 11,14
Meme Yas 86 25 77 52,71 11,31
Kanseri

Kontrol grubunun yas ortalamasi 52,85+11,14 iken vaka grubunun yas

ortalamas1 52,71+11,31 olarak bulundu. iki grubun yaslar1 arasinda istatistiksel

acidan anlaml fark yoktu (p=0,935),(Tablo 11 ve sekil 3)
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Sekil 3. Vaka ve kontrol gruplarinin yas ortalamalari

60—

407

9
L]
20
i i
0 T T T == =
invaziv duktal invaziv lobdler invazive cultal+ invaziv invaziv
invaziv lobller duktal+musingz ductal+papiller
adenokarsinom karsinom
tani

Sekil 4. Vaka grubunda yer alan meme kanser tanili hastalarin patolojik tanilar1 ve oranlari

Calismaya katilan 86 meme kanser tanili hastalarin 68’1 invaziv duktal karsinom,

7’si invaziv lobiiler karsinom, 8’1 invaziv duktal+invaziv lobiiler karsinom, 1’1
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invaziv duktal+miisin6z adenokarsinom, 1’1 invaziv duktal+papiller karsinomdu
(Sekil 4).

50,0%—

40,0%

a0,0%—
]
=
N
;::

46 75%
20,0%
28 57%
10,0% 19,48%
5 105%
0% T
1,00 2,00 3,00 400

Sekil 5. Meme kanserli hastalarin t evreleri

Calismaya katilan 86 meme kanser tanili hastalarin %19,4’i T1, %46,7’s1 T2,
%28,5’1 T3, %5,1°1 T4 idi (sekil 5).
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M yok
. var

Sekil 6. Meme kanserli hastalarin TNM gore lenf nodu tutulumu

Calismaya katilan 86 meme kanser tanili hastalarin %79,2’sinde lenf nodu
tutulumu varken, %20,8’nde lenf nodu tutulumu yoktu (sekil 6).

met

I yok
Wvar

Sekil 7. Meme kanserli hastalarin TNM gore metastaz durumlari

Calismaya katilan 86 meme kanser tanili hastalarin %76,3’linde metastaz

yokken, %23,7’sinde metastaz mevcuttu (sekil 7).
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Sekil 8. Meme kanser tanili hastalarin metastaz bolgeleri

Metastazi olan hastalarin %42.8’inde sadece kemik, %28,5 ‘inde kemik ve
viseral, %23,8’inde viseral, %4,7’sinde diger bolge metastazlart mevcuttu. Hastalarin

%64,3’tinde lenfovaskiiler invazyon, %46,7’sinde perindral invazyon vardr (sekil

8).
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Sekil 9. Meme kanserli hastalardaki dstrojen reseptoér durumu

60

407

sayl
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negatif pozitif
progesteron reseptdr

Sekil 10. Meme kanserli hastalardaki progesteron reseptor durumu
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Meme kanserli hastalarin 68’inde dstrojen reseptorii pozitifken ,69’unda
progesteron reseptorii pozitif olmakla birlikte bu hastalarin 12’sinde cerb2 pozitifti
(sekil 9 ve 10).

grade
W10
2o
O3z00

Sekil 11. Meme kanserli hastalarin grade durumlari

Calismaya katilan 86 meme kanser tanili hastalarin %8,3’1 grade 1, %48,6’s1
grade2, %43’ grade 3’tii. Hastalarin evrelerine bakildiginda bu hastalarin %16’s1

evre 2, % 20’s1 evre 3, %64°1 evre 4 meme kanseriydi (sekil 11).

Tablo 11. Calismaya Katilanlarin HTERT Genindeki Rs2736100 Polimorfizminde Olan
Genotip Oranlariin Karsilastirilmasi

Say1 Yiizde
Rs2736100 AA 64 37,2
AC 80 46,5
CcC 28 16,3
Total 172 100,0
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Calismaya katilanlarmn rs2736100°deki genotip dizilimlerine bakildiginda
%37,2°si AA , %46,5’ 1 AC, %16,3’1ii CC olarak saptandi (tablo 12 ve sekil 12).

rs100

WA
Eac
Oece

Sekil 12. Calismaya katilanlarin hTERT genindeki rs2736100 polimorfizminde olan genotip
oranlarinin karsilagtirilmasi.

Tablo 12. Vaka ve Kontrol Grublarinin HTERT Genindeki Rs2736100 Polimorfizminde
Olan Genotip Farkliliginin Karsilastirilmasi

Grup Sayi Yiizde p*
AA 41 47,7
AC 28 32,6
Kontrol
cC 17 19,8
Total 86 100,0
Rs2736100 0,001
AA 23 26,7
Meme AC 52 60,5
Kanseri cc 1 128
Total 86 100,0

*Ki-kare testi

38



Meme kanseri grubunda rs2736100°deki genotip dizilimleri; AC %60,5,
AA%26,7, CC %12,8, kontrol grubunda; AA %47,7, AC%32,6, CC %19,8 olarak
bulundu. Iki grup arasinda genotip dizilimleri acisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilikvardi (p=0,001). Rs2736100’deki genotip dizilimleri AC olanlarin meme
kanseri gelisme olasiligi, rs2736100°deki genotip dizilimleri AC olmayanlara gore

2,87 kat daha fazladir (lineer regresyon analizi yapildi),(tablo 13 ve sekil 13).

Grup: Kontrol

Grup: Meme Ca

rs100

Waa
Eac
C

Sekil 13. Vaka ve kontrol gruplarinin hTERT genindeki rs2736100 polimorfizminde olan
genotip farkliliginin karsilagtirilmast

Tablo 13. Meme Kanseri Grubunda Rs2736100’deki Genotip Dizilimlerinin Prognostik
Parametrelerle Iliskisi

p*
Rs2736100*Kanserin tipi 0,318
Rs2736100*Kanserin evresi 0,443
Rs2736100*Lenf nodunun tutulumu 0,666
Rs2736100*Metastaz durumu 0,306
Rs2736100*Metastazin bolgesi 0,653
Rs2736100*Kanserin gradesi 0,323
Rs2736100* Lenfovaskiiler invazyon 0,186
Rs2736100*Perindral invazyon 0,123
Rs2736100*Ostrojen reseptdr varlig 0,443
Rs2736100*Progesteron reseptor varligi 0,274
Rs2736100*Cerb2 varligi 0,319

*Ki-kare testi
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Meme kanserli hastarin hTERT genindeki rs2736100 polimorfizmi ile kanser
tipi, kanserin evresi, lenf nodu tutulumu, metastaz varligi, metastaz bolgeleri,kanser
grade, lenfovaskiiler invazyon, perindral invazyon, Ostrojen, progesteron reseptor

durumu ve cerb2 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir

(p>0,05), (tablo 14).
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5. TARTISMA

Kadinlarda en sik goriilen kanser meme kanseridir. Insidans1 yas ile birikte
artmaktadir ve gelisiminde; gevresel, hormonal, sosyobiyolojik, genetik ve fizyolojik
faktorler suclanmaktadir (6). Meme kanseri gelisiminde ¢esitli nedenlerin yol actigi
bilinmesine ragmen, olgularin %70-80’inde higbir risk faktorii saptanamamaktadir.
Diinya saglik orgiiti (WHO) 2005 yili istatiksel verilere gore Tiirk kadinlarinda
kansere bagli 6lim siralamasinda 100.000°de 13 ile meme kanseri ilk sirada yer
almaktadir (7). Her yil Tirkiye’de 30.000 yeni meme kanseri olgusu saptanmakta ve
2030 yilina dogru %60 oraninda artacagi ongoriilmektedir.

Kromozomlarin ug kisimlarinda bulunan, genomik stabiliteyi saglayan yapiya
telomer adi verilir. Telomerler tekrarlayan TTAGGG dizilerinden olusur ve
replikasyon esnasinda gelisebilecek kromozomal anomalileri engeller. Hiicrenin
yagslanmasiyla telomer kisalir ve hiicre oliir. Embriyonik yasamda aktif olarak
fonksiyon goren, dogumdan sonra inaktive olan telomeraz enzimi replikasyon
sonras1 gelisen telomerik erozyonu engeller. Buna bagli olarak hiicreler sinirsiz
boliinme yetenegi kazanir. Karsinogenezde telomeraz reaktivasyonu énemli rol oynar
(20).

Telomeraz enzimi telomerik DNA’larin uzunlugunun ve kromozomal
biitiinliiglin korunmasinda ayrica hiicresel 6liimsiizliik i¢in de gereklidir. Telomeraz
enziminin katalitik alt birimini olusturan hTERT geni 5. kromozomun kisa kolu
tizerinde lokalizedir (5p15.33). HTERT genindeki polimorfizmlerin karsinogenezis
siirecine etkilerinin olduklar1 daha 6nceki yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir. Bu
caligmalardan elde edilen sonuglar dogrultusunda fonksiyonel oneme sahip 5
polimorfizm belirlenmistir. Bu 5 polimorfizmden biri olan hTERT rs2736098
(G>A) polimorfizmi genin 2. ekzonu igerisinde bulunan esanlamli bir degisime
neden olmaktadir. Diger bir polimorfizm olan hTERT rs2736100 (A>C)
polimorfizmi 2. intron igerisinde bulunmaktadir. HTERT rs2736100 polimorfizmi
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varsayimsal diizenleme bolgesi igerisindedir (57, 58). Bizde ¢alismamizda meme
kanseri ve saglik kontrol bireylerinde hTERT rs2736100 gen bdlgesindeki
polimorfizmi inceledik.

Son zamanlarin popliler konusu olan telomerler okaryotik organizmalarda
lineer kromozomlarin uglarinda bulunan 6zellesmis DNA tekrar dizilerinden olusan
heterokromatik bolgelerdir. Telomeraz aktivitesi, bir¢ok insan somatik dokusunda
gorilmez. Genellikle yliksek replikatif kapasitesi olan dokularda ve birgok insan
kanser tiiriinde goriiliir (19).

Kanser vakalarinda, hiicrenin telomer uzunlugu ve telomeraz aktivitesi
incelendiginde bazi énemli bulgular elde edilmistir. Ornek olarak; in vivo ortamda
timor olusumu ve telomeraz aktivitesinin birbiri ile ilintili olduguna dair ipuglar
vardir. Iyi huylu tiimérlerde telomeraz aktivitesi yoktur ve telomerleri kisaldikca
erken evrelerine geri donmektedirler. Daha saldirgan seyreden metastatik timorlerde
ise yiksek telomeraz aktivitesi goOsterilmistir. Telomeraz inhibitdri ilaglar
telomerlere karsi etkili ajanlar olarak Onerilebilmektedir (59). Biz g¢alismamizda
meme kanser tanili hastalarin metastaz bolgeleriyle, kanserin evresi, grade ile
hTERT gen polimorfizm arasinda anlamli bir iliski saptamadik. Meme kanser ile
saglikl bireylerle kiyaslandiginda kanser grubunda anlamli hTERT gen polimorfizmi
saptadik.

Yapilan ¢alismalarda telomer uzunlugu farkli kanser hiicrelerinde normal
dokular karsilagtirilmis ve normal dokulara oranla daha kisa olarak bulunmustur. Bu
bulgularin artmis kanser riski ile iligkili olabilecegi bildirilmektedir (60, 61).
Yaptigimiz c¢aligmanin sonuclart degerlendirildiginde literatiirdeki bulgular ile
korelasyon gosteren sonuglar elde ettigimiz goriilmektedir.

Telomer-telomeraz hipotezine gore telomeraz enzimi, telomer uzunlugunun
kritik olarak kisalmasindan sonra aktive olmaktadir. Bunun sonucunda da malign
hiicrelerde telomerler olusan kisalmanin ardindan meydana gelen telomeraz
enziminin aktivasyonu ile stabilize olmaktadir. Telomer uzunlugu dinamikleri
telomer uzunlugunun kisalmasi (6r: hiicre proliferasyonu) ile telomer uzatma
mekanizmalar1 (6r: telomeraz) arasinda dengelenmektedir (62). Son kanitlar
telomerazin  Kkatalitik subiiniti olan hTERT’in ekpresyonu ile telomeraz

aktivasyonunun kontrol edildigi yoniindedir.
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Kim ve ark. hTERT ekspresyonu ile oral karsinogenezis arasinda belirgin
iliski kurmuslardir (25). Calismalarda hTERT’ in ekspresyonunun giderek artmasi,
normal dokudan hafif displazi, orta displazi ve ciddi displazi ve invaziv karsinoma
dogru ilerledigini gérmiislerdir.

Kumaki ve ark. ile Fujimoto ve ark.’inin c¢alismalarinda da akciger ve
skuamoz hiicreli kanserlerde hTERT ekspresyonunun artisi mevcuttur (63). Ancak
Liu ve ark’ min yaptig1 Telomer uzunlugu ile malignite arasindaki iliski yakin tarihli
calismada TERT polimorfizmi ile telomer kisaligi karsilastirilmas: yapildiginda
skuamdz hiicreli kanserlerde iliski saptanamamustir (64). Yetersiz bilgi birikimi olan
bu konuda daha genis dlgekli ¢alismalara ihtiyag vardir.

Jendrzejewski ve arkadaslari insan tiroid kanserinde telomer kisalmasini
bildirmisler ancak ailesel ve sporadik tiroid kanserleri arasinda telomer kisalmasi
acisindan bir fark saptayamamislardir (65). Wu ve ark. telomer disfonksiyonu ve
kisaligini; bas boyun, mesane, akciger ve renal hiicreli kanser gibi degisik kanserlerle
iliskilendirmislerdir (65). Bu calisgmada 6zellikle bas boyun kanserli hastalarda
telomer kisalig1 oran1 daha ytliksek bulunmus ve bunun sigara ile iligkili olabilecegi
diistintilmistiir. Takubo ve ark. Calismasinda, telomer uzunlugu 6zofagusun kanser
icermeyen ve kanserli dokularinda Q-FISH yontemi ile degerlendirilmis ve telomer
uzunlugunun kansere dogru ilerleyen siiregte giderek kisaldigi beldirilmistir (23).

Perona ve arkadaslarinin yaptigi caligmada rs2736100 telomeraz aktivitesini
degistiren mutasyonlara yatkin oldugunu ve bu polimorfizmin telomer fonksiyonunu
etkileyerek all (Akut Lenfoblastik Losemi) gelisminde Onemli bir role sahip
oldugunu gostermislerdir (66).

Simone mocellin ve arkadaslarinin yaptigi 32 caligmanin metaanalizinde
TERT geninin mindr alleli ile rs2736100 kanser siiphesi arasinda istatistik olarak
belirgin bir birliktelik bulundugunu gostermislerdir. Dikkat g¢ekici olarak bu allel
testis kanserinde diger tiim timor tiplerindeki artmis hastalik riskinin aksine diisiik
bir hastalik riskiyle beraber oldugu saptanmistir (67).

Gago-Dominguez ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada TERT geninin ikinci
intronunda yer alan rs2736100 allelinin birgok kanser tipiyle iligkili oldugu bilindigi
gibi safra kesesi kanseri ile de yakin iliskisi rs2736098 allelinide kapsayan Lo0S

Angeles ve Shanghai’de yapilan iki vaka ayrt vaka kontrol ¢aligmasinda
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gosterilmistir. Rs2736098 allelinin Cin popiilasyonunda safra kesesi kanseri ile
iligkisi belirgin olmakla beraber rs2736100 allelinin her iki popiilasyondaki safra
kesesi kanseri olusumuna neden oldugu gosterilmistir (68).

Kathryn L. ve arkadaslarinin yaptigi 6 bagimsiz TERT tek nokta
polimorfizmlerinin oldugu 3 farkli ¢alismada over kanser riskiyle gen
polimorfizimlerinin siddetinin yliksek oranda pozitif korolesyon gosterdigini
bulmuslardir. Yas ile beraber sigara igmeye bagli olarak ve yiiksek viicut kitle
indeksine sahip kisilerdeki periferik kan 16kositlerindeki kisalmis telomer
uzunlugunun over kanser riskini arttirdigini veya over kanserine sebep oldugunu
gosteren herhangi bir delil bulamamislardir (69).

TERT CLPTMLIL lokusunun safra kesesi kanseri, prostat, uterus, serviks,
bazal hiicreli karsinom ve melonomun dahil oldugu deri kanserleri ile birlikteligiile
ilgili birgok delil bulunmaktadir. TERT genindeki az goriilen mutasyonlarin akut
miyoloid 16semi i¢in ve ayni zamanda bir kanser predispozan sendromu olan
diskerotozis konjenitanin olusumunda rol oynadigina dair ¢alismalar bulunmaktadir.
TERT genindeki mutasyonlarin idiyopatik pulmoner fibrozisli hastalarda
tanimlanmis olmasi sik gortilen bir durumdur. Bu bilgiler 1s18inda TERT CLPTM1L
5p15,33 bolgesinin bir¢ok kanser tiirlinlin gelismesinde 6nemli bir rol oynadigi
kuvvetle muhtemeldir ama bu bolgenin karsilastirmali sekans analizlerinin yapilmasi
gerekmektedir. TERT genindeki tek nokta mutasyonlarinin ¢alisma mekanizmalari
hakkinda bilgi sahibi olmak hangi genetik varyantlarin fonksiyonel oldugu hakkinda
bilgi verecek ve elimizdeki diger hastaliklarin bilgileriyle Karsilagtirma imkani
verecektir (70).

Kinnersley ve arkadaglarinin yaptigi calismada TERT geninde ikinci
intronunda yer alan rs2736100’iin kolorektal kanser gelismindeki rolii diger risk
faktorleriyle beraber degerlendirildiginde istatistiksel olarak 6nemlidir. Avrupa’daki
kolorektal kanserlerin %7°sinde riskli allel olan rs2736100 tespit edilmistir.
Rs2736100’in TERT geninin baska bir tek nokta polimorfizmi olan rs2853668’e
gore kolorektal kanser olusum riski agisindan iistlinliiglinii gostermislerdir (71).

Christofer A. Haiman ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada Afrika kokenli ve
Avrupa kokenli bayanlar1 kapsayan arastirmalarinda Gstrojen reseptor negatif meme

kanserli hastalarin kromozon 5pl5 yer alan TERT CLPTMIL lokusunun kanser
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gelisiminde roliinii ortaya koymuslardir. Ayrica bu gen lokusunun 50 yasin altindaki
gen¢ kadinlarda goriilen triple negatif (Ostrojen reseptor, progesteron reseptor
negatif,epidermal biiyiime faktiirii 2 negatif) meme kanser olusumunda rol aldigini
gostermislerdir (72). Biz c¢alismamizda Ostrojen reseptOr, progesteron reseptor ve
cerb2 pozitifligi veya negatifliginde rs2736100 gen polimorfizm arasinda arasinda
anlamli bulgu saptamadik.

Kim ve arkadaglari (1994) hiicre ve dokulardaki telomeraz aktivitesinin
tayininde kullanilmak {izere TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol
Telomerik Tekrarlarin Cogaltilmasi) yontemi gelistirmis ve 24 farkli kanser tiirtinde
calisarak, kanser ile telomeraz ekspresyonu arasinda bir korelasyon oldugunu rapor
etmislerdir. Bugiine kadar incelenen farkli tip tiimorlerin % 85’inden fazlasinda
telomeraz aktivitesinin tespit edilmesi, 6liimsiiz hiicrelerde telomerazin tekrar aktive
oldugunu gostermektedir (73).

TRAP metodunun gelistirilmesi ile dokulardaki telomeraz aktivitesinin
belirlenmesi, ¢ok sayida kanser tiiriinde telomeraz ekspresyonunun arastirilmasini
saglamistir. Gilinlimiizde c¢ok sayida tiimdrde telomeraz ekspresyon calismalari
yapilmaktadir. Bu sonuclar telomerazin en yaygin olarak bilinen kanser belirleyicisi
oldugunu gostermektedir. Shay ve Wright’in 1996 yilinda yaptiklar1 bir calismaya
gore habis timorlerin % 85’inin telomeraz aktivitesi gosterdigi bulunmustur. Habis
dokularda tespit edilen bu bulgu, telomerazin tanisal kanser i¢in olduk¢a 6nemli bir
gosterge oldugunu diistindiirmektedir (74).

Tiim eseysel dokularda telomeraz aktivitesi bulunmaktadir. Bununla beraber
periferal kan 16kositlerinde ve bazi viicut hiicre popiilasyonlarinda zayif telomeraz
aktivitesi bulunmaktadir. Baz1 normal dokularda da (% 6) tiimorlerde oldugu gibi
telomeraz pozitif olarak belirlenmistir. TRAP metodunun telomeraz aktivitesini
tespit etmek icin yeterince hassas olmasi tiimorlii muhtemel dokular1 belirlemeyi de
saglamaktadir. Son donemlerde gergeklestirilen bir calismada 266 premalign
dokunun 38’inin (% 14) telomeraz aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (74).
Lokositlerinde ve bazi viicut hiicre popiilasyonlarinda zayif telomeraz aktivitesi
bulunmaktadir. Kanser teshisi i¢in standart histopatolojik tekniklerle biyopsi
yapilarak tani konmaktadir. Bu geleneksel yontemlerin yani sira telomeraz

aktivitesinin 6l¢limii olduk¢a 6zgiin bir gosterge olarak kullanilabilir. Telomerazin en

45



onemli klinik yarar idrar, kan, tiikiiriik gibi viicut sivilarindan tespit edilebilmesidir.
Ornegin; kan kanseri i¢in yapilan gesitli tanilar ¢ok kesin sonuglar verememektedir.
Bu nedenle daha duyarli belirtegler kan kanserini tespit etmek i¢in 6nemli bulgular
sunmaktadir. Kan kanseri olan bir hastanin idrarindan ya da kan hiicrelerinden
telomeraz aktivitesi belirlenebilir (75).

Beyin tiimorlerinin telomerazla iligkisini arastiran Nakatani ve arkadaslari,
normal beyin dokusunda telomeraz aktivitesi saptayamazken habis tiimorlerde % 81,
metastatik timorlerde % 100 aktivite tespit etmislerdir. Telomeraz (+) olan hastalarin
prognozunun, telomeraz (-) olanlara gore daha kotii, yasam siirelerinin ise daha kisa
oldugunu belirleyen arastirmacilar, telomeraz aktivitesinin beyin tiimorlerinin
teshisinde ve prognoz tayininde kullanilabilecegini ileri siirmektedirler (76).

Bednarek ve arkadaslari meme kanserlerinin %95  (99/104)’ini,
fibroadenomlarin ise % 20’sinde telomeraz aktivitesi bulmuslardir. Enzim aktivitesi
ile tiimoriin boyutu, evresi, lenf nodu metastazi, Ostrojen-progesteron reseptor
miktar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon saptayamadiklarindan,
prognoz tayininde giivenilir olmadigini diisiinmektedirler (61).Biz ¢aligmamizda da
meme kanserli hastarin hTERT genindeki rs2736100 polimorfizmi ile kanser tipi,
kanserin evresi, lenf nodu tutulumu, metastaz varligi, metastaz bolgeleri, kanser
grade, lenfovaskiiler invazyon, perindral invazyon, Ostrojen, progesteron reseptor
durumu ve cerb2 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulamadik (p>0,05).

Yoshida ve arkadaslari, mesane doku oOrneklerinin % 86’sinda telomeraz
aktivitesini (+) bulurken, tiimor evresiyle telomeraz aktivitesi arasinda korelasyon
saptayamamistir  (77). Tiumorli ve komsu normal dokular1 RT-PCR (ters
transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu) ile inceleyen Ito ve arkadaslar telomeraz
aktivitesiyle hTERT mRNA ekspresyonu arasinda belirgin bir ilinti bulundugunu ve
hTERT ekspresyonunun telomeraz aktivitesinin hiz smirlayicist oldugunu ileri
stirmiislerdir (78).

Kyo ve arkadaslari endometriumdaki telomeraz aktivitesi ile hiicrelerin
cogalma kapasitesinin iligkili oldugunu ve hTERT ekspresyonunun menstriial dongi
fazlarinda karakteristik olarak degistigini saptamislardir (79). Bu nedenle telomeraz
aktivitesinin, post menopozal kadinlardaki endometrial kanserin erken donemde

teshisinde belirleyici olmasi miimkiindiir. Ayrica 2008 yilinda Akbay ve
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arkadaslarinin gergeklestirdikleri bir calismada da meme kanseri ve telomer
kisalmasi arasinda iligki oldugu gosterilmistir (59).

Farkli kanser tiplerinde yapilan ¢alismalar, telomeraz aktivitesinin tanisal bir
belirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Kiiciik miktardaki orneklerin ve
viicut stvilarinin (idrar 6rnekleri, plevra/ bronko alveoler lavaj sivilari, asit sivisi,
pelvik/ periton yikama sivilar1) bu yontemle incelenebilmesi, telomerazin belirteg
olarak kullanim degerini arttirmaktadir.

Jin et al ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptig1 bir arastirmada sigara igmeyen
akciger adenokanserli bayanlarda rs2736100 gen polimorfizmi ile ciddi iliski
saptanmistir (80). Cheng Li ve arkadaslar1 rs2736100 geni ve bu genin hetorozigot
genetik modelleri ve homozigot varyantlarinda artmis kanser riski bulunmustur (81).
Sanson ve arkadasarinin yaptig1 ¢alismada rs2736100 (TERT) ve rs4977756 artmis
glioma riskiyle iligkili oldugunu gostermistir (29). Biz 86 meme kanseri 86 saglikli
bireyle yaptigimiz ¢alismamiz da rs2736100 gen polimorfizmini arastirdik. Caligma
sonucunda meme kanser grubunu saglikli kontrol bireyleriyle kiyasladigimizda
istatiksel olarak anlamli artmis AC genotip dizilimine rastladik.

Telomeraz inhibisyonu ile 6zellikle kisa telomerli timor hiicrelerinde yasam
siresinin  kisalmasi, Olimsiizlesmede ve kanser gelisiminde telomeraz
reaktivasyonunun rol aldigmi desteklemektedir. Ancak bazi insan tiimorleri ve
Oliimsiiz hiicre serilerinin, telomeraz aktivitesi gostermemelerine ragmen uzun
telomerlere sahip olmalari, telomer uzamasini saglayan alternatif mekanizmalarin
bulundugunu diisiindiirmektedir. Insan telomerazinin alt birimlerinin klonlanmasi,
telomeraz aktivitesini diizenleyen genlerin kesfedilmesi ve telomerazin disinda
oliimsiizlesmeye yol agan diger mekanizmalarin aydinlatilmasiyla, gerontolojide ve
kanser tedavisinde siirpriz gelismelerin olmasi beklenmektedir (59, 82, 83).

Calismamiz Hatay ili icinde meme kanser tanili hastalarda yapilan ilk
calismadir. HTERT genindeki fonksiyonel 6neme sahip 1s2736100 polimorfizimin
meme kanserindeki rolii ve sikligi bu bolgede de ilk defa belirlendi. Amacimiz bu
polimorfizmin genetik biyo belirte¢ olarak saptanmasi ve bu polimorfizmin klinik
pratikte meme kanserinin molekiiler diizeyde tanimlanmasinda kullanilabilmesidir.
Ayrica bu polimorfizmin biyo belirteg olarak saptanmasi durumunda meme

kanserinin erken tan1 ve kisisellestirilmis tedavisinde de yararlanilabilinecektir.
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Calismamizda meme kanser tanili grup ile saglikli grup arasinda anlamli rs2736100
polimorfizmi saptadik. Calismamiz tek merkezden sinirl sayida hasta, tek bir bolge
analizi yapilmasindan ve telomeraz aktivitesi igermemesi nedeniyle fonksiyonalitesi
yeterli degildir. Meme kanserinin erken tami ve Kkisisellestirilmis tedavisinde
kullanabilmek igin ileri molekiiler ve yeterli sayida hastayr kapsayacak ¢aligmalara
gerek oldugunu diisiiniiyoruz.

Tim bu bilgeler 1s18inda, kromozomlarin ‘mutlu sonlarni’ olusturan bu
yapilarin insanlik i¢in de mutlu bir gelecege imza atabilecek potansiyele sahip

olduklarini sdylemek yerinde olacaktir.
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6. SONUCLAR

1- HTERT genindeki fonksiyonel Oneme sahip rs2736100 geninde bakilan
polimorfiziminde istatistiksel olarak anlamli veriler elde edildi. Molekiiler diizeyde
bireylerdeki bu degigiklikler saptanirsa erken déonem karsinomlarda daha yiiz giildiiriicti

sonuglar elde edilebilecektir.

2- Calisma sonucunda meme kanser grubunu saglikli kontrol bireyleriyle
kiyasladigimizda rs2736100 geninde artmis AC genotip dizilimine rastladik. Bu
genetik polimorfizm elde edilen veriler 1siginda kanserinin erken tani ve

kisisellestirilmis tedavisinde kullanilabilir.

3- Meme kanserli hastarin hTERT genindeki rs2736100 polimorfizmi ile kanser tipi,
kanserin evresi, lenf nodu tutulumu, metastaz varligi, metastaz bolgeleri,kanser
grade, lenfovaskiiler invazyon, perindral invazyon, Ostrojen, progesteron reseptor
durumu ve cerb2 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi (p>0,05).

Meme kanserli hastalarda prognoz belirteci olarak kullanilamaz.

4- Rs2736100°deki genotip dizilimleri AC olanlarin meme kanseri gelisme olasiligi,
rs2736100°deki genotip dizilimleri AC olmayanlara gore 2,87 kat daha fazladir.
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