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1. GIRIS

1.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, tiim insanlarda akciger kanserinden sonra ikinci siklikta
goriilmektedir. Gerek gelismis gerekse gelismekte olan iilkelerin bir ¢ogunda en sik
goriilen kadin kanseridir (Parkin ve ark., 2005).

Ortalama %8-10’luk yasam boyu riskle, meme kanseri bati diinyasindaki kadinlar
arasinda goriilen en yaygin malignansidir. Saglikli kadinlarin yaklasik %15 inin
meme kanserli en az bir tane birinci derece akrabasi mevcuttur (Robson ve Offit,
2007) ve ampirik data, meme kanseri riskinin bu kadinlarda iki kat daha fazla
oldugunu gostermektedir (Ripperger ve ark., 2009). Amerika’da 2009 yilinda kadin
meme kanseri yeni vaka sayist 192,370 meme kanseri nedenli 6lim sayisinin ise
40,170 olacag bildirilmistir (http://www.cancer.gov/cancertopics/types/breast).
Ulkemizde mevcut verilere gére meme kanseri sikligmin, dogu bélgelerimizde
20/100.000, bat1 bolgelerimizde ise 40-50/100.000 oraninda oldugu tahmin
edilmektedir. Bu rakamlardan yola ¢ikilarak, Tiirkiye’de her yi1l meme kanserine
yakalanan kadin sayisinin on bin kadar oldugu hesaplanabilir. Kadinlarda erken
menars (<12 yasg), ge¢c dogum (>30 yas), ge¢ menopoz (>55 yas), daha fazla hormon
replasman tedavisi alma, daha kisa laktasyon siiresi ve beslenme aligkanliklarindaki
degisiklikler, bat1 tipi yasam bi¢iminin meme kanserinin insidans hizinin artmasi ile
ilgili Ogeleri arasinda sayilabilir. Kadinlardaki dort kanserden biri memede ortaya

¢ikmakta olup, kanserden en sik 6liim nedenidir (Ozmen ve ark., 2009).

1.1.1. Meme Kanseri Tipleri

Meme kanseri, timoriin koken aldig1 asil dokuya gore siniflandirilir.

1.1.1.1. Lobiiler Kanserler

Memenin lobiillerindeki epitel dokudan kaynaklanmaktadir.



1.1.1.1.1. Noninvaziv (Insitu) Lobiiler Kanserler (Lobiiler Karsinoma insitu)
(LCIS)

LCIS baslangigta lobiil iginde sinirli kalir. Belirti ve kitle olusturmaz ve yavas biiyiir.
Bu nedenle yillarca sessiz kalabilir ve tan1 konulamayabilir. Biyopsi 6rneginde
tesadiifen taninir. LCIS Siklikla ¢ift taraflidir. Vakalarin %35’inde giderek invaziv
hale gelir, genellikle geng kadinlarda gortiliir.

1.1.1.1.2. invaziv (infiltratif) Lobiiler Kanserler

Invaziv (infiltratif) lobiiler kanserler nadir (%5-10) gériiliirler, genellikle multisentrik
(cok merkezli) olup bir veya iki memede bir ¢ok alanda deride kalinlagma

gortilebilir. Bu tipte, siklikla aksiller lenf nodu tutulumu vardir.

1.1.1.2. Duktal Kanserler

Ductal kanserler meme kanallarindaki epitel dokudan kaynaklanmaktadirlar.

1.1.1.2.1. Noninvaziv (Insitu) Duktal Kanserler (Ductal Karsinoma insitu)
(DCIS)

Noninvaziv (insitu) duktal kanserler (DCIS), Lobiiler karsinoma insitunun (LCIS)
aksine belirgin biiyiiklige ulasirlar ve kolaylikla tani alabilirler. Tedavi edilmezlerse

invaziv ductal karsinomaya doniisiirler.
1.1.1.2.2. invaziv (infiltratif) Duktal Kanserler
Bu kanserler, en yaygin goriilen meme kanseri tipidirler. Tiim meme kanserlerinin

%75’ini olustururlar ve prognozlari diger kanser tiplerinden daha kotidiir,

metastazlarini genellikle aksiller lenf nodlarina yaparlar.



1.1.1.3. Paget Hastahg

Paget Hastaligi nadir olup %3 oraninda goriiliir, baslangigta meme basinda ve
areolada yanma hissi, kasinma, kabuklanma, iilserasyon vardir. Meme bas1 ve
areolada egzamatdz lezyonlar olusur. Ge¢ evrede timoér invaziv hale gelir. Paget

hastaligi, enfeksiyon olarak yanlig tanimlanabilir, hastaligin prognozu oldukea iyidir.

1.1.1.4. inflamatuar Kanserler

Inflamatuar kanserler, meme kanserinin nadir bir tipi olup %1-2 oraninda goriiliirler.
Bu kanserlerde tiimor yumusak ve agrilir. Belirtileri diger meme kanserlerinden
farklidir. Meme derisinde 6dem, kizariklik, sicaklik ve kalinlasma bulgular1 vardir.
Memede saptanan bulgular enfeksiyon goriiniimiinde oldugundan enfeksiyon ile
karistirilabilir. Prognozu oldukca kotidiir

(http://www.saglik.gov.tr/extras/birimler/ksdb/meme_kanseri.pdf).

1.1.2. Meme Kanserinde Evreleme

1.1.2.1. Tiimor Nod Metastaz (TNM) Evreleme Sistemi

Kanserin evrelendirilmesi amaci ile TNM sistemi gelistirilmistir. Burada T tiimoriin
boyutunu, N lenf benzlerinin durumunu ve M ise kanserin metastaz yapip

yapmadigin belirtir (http://www.kanser.org/toplum/mkanseri.php).

Primer timor: T

TX  :Primer tiimor degerlendirilememis.
TO  : Primer tiimor bulgusu yok.
Tis  : Tumdr bulgusu olmayan Paget hastalig1 veya in situ timor.

T1 : Timor 2 cm veya daha kiigiik.
Tla :Timdr 0.5 cm veya daha kiigiik.
Tla :Timdr 0.5 cm’den biiyiik, fakat 1 cm’yi asmamuis.

T1C : Timdr 1 cm’den bliyiik; fakat 2 cm’yi asmamas.



T2 : Timor 2 cm’den biiyiik; fakat 5 cm’yi agsmamus.

T3 "TUmor 5 cm’yi agmis.

T4 ‘Tiimoriin boyutu ne olursa olsun deri ya da toraks duvarina dogrudan
ulagmis.

T4a  :Toraks duvarina ulagmis.

T4b  :Meme derisindeki 6dem (Peau d’orange dahil), iilserasyon, timorlii memede
satellit deri lezyonlari.

T4c :Tda+ T4b

T4c :inflamatuvar kanser: Klinikopatolojik bir bulgudur, deride yaygin
endurasyon ile erizipeloid goriiniim vardir. Genellikle ele kitle gelmez. Radyolojik
olarak Kitle olabilir ve meme tizerindeki deride karakteristik bir kalinlasma vardir.
Bu klinik goriinim dermal lenfatiklerde tiim6r embolisi ile olusmaktadir. Paget
hastaliginda kitle varsa T’yi1 kitlenin biiyiikliigii tayin eder. T 6lglimiinde tiimoriin en
biiylik boyutu g6z oniine alinir.

Bolgesel lenf bezleri : N

NX  :Bolgesel lenf bezleri degerlendirilememis ( 6rn. daha 6nce ¢ikarilmistir.)

NO  :Bolgesel lenf metastaz1 yoktur.

N1 :Ayni taraf koltuk altinda bir ya da fazla mobil lenf bezinde metastaz.

N2 :Aymni taraf koltuk altinda bir ya da fazla lenf bezinde metastaz; fakat bu lenf
bezleri birbirlerine ya da etraf dokulara yapisik; paket olusturmustur.

N3 :Timoriin bulundugu taraftaki mammaria interna lenf bezi grubuna metastaz.
Uzak metastazlar : M

MX  :Uzak metastazlarin varligi degerlendirilememis.

Mo  :Uzak metastaz yok.

M1  :Uzak metastaz var (supraklavikiiler lenf bezlerindeki metastazlar da uzak
metastaz olarak nitelenir)
(http://www.gata.edu.tr/dahilibilimler/ichastaliklari/files/kitaplar/108.pdf).

1.1.2.2. Evreleme (Stage) Sistemi

Kanserin evresini, tiimoriin boyu ve kanserin yayilimi tanimlar. Evrelendirme

sisteminde Evre 0 ile 4 arasinda bir rakam ile belirtilir.



1.1.2.2.1. Evre (Stage) 0

Ayni zamanda 'in-Situ’ olarak da adlandirilirr. Evre 0, olan kanserler yerlerinde
kalmis ve ¢evre dokulara yayilmamis olan kanserlerdir. Klinik kontrollerde tanisi

konan kanserlerin yaklasik olarak %15 ila %20'si Evre 0 kanserlerdir.

1.1.2.2.2. Evre (Stage) 1

Orijinal timor 2cm ya da daha kiigiiktiir ve heniiz lenf bezlerinin tutulumu yoktur.
Evre 1 kanser tedavisi i¢in genellikle izlenen iki yontem vardir. Meme koruyucu
tedavi: lumpektomi (kanserli kitlenin etrafinda bir parca saglikli gogiis dokusu ile
birlikte alinmasi) ve koltuk alti lenf bezlerinin alinmasimi takip eden radyasyon
tedavisi yapilir. Gerekiyorsa kemoterapi veya hormonoterapiler eklenir veya
mastektomi (kanserin bulundugu gogsiin alinmasi operasyonu) ve koltuk alt1 lenf

bezlerinin ¢ikarilmasi 6nerilir.

1.1.2.2.3. Evre (Stage) 1A

Orjinal tiimor 2 ila 5 cm arasindadir ve lenf bezlerinin tutulumu vardir.

1.1.2.2.4. Evre (Stage) 1B

Orijinal timor 2 ila 5 cm arasindadir ve koltuk alt1 lenf bezlerine sigramistir, ya da
orijinal tiimor 5 cm den daha biiyliktiir ve koltuk alt1 lenf bezlerine sicramamustir.
Evre II i¢in genelde uygulanan tedavi sekli Evre I ile aynidir (lumpektomi ve koltuk
alt1 lenf bezlerinin ¢ikarilmasi yada mastektomi), ancak eger tiimor biiyiikse ya da
lenf bezlerine sigramigsa kemoterapi, hormonoterapi ve radyasyon tedavisinin

tamamlayici olarak uygulanmasi daha yaygindir.



1.1.2.2.5. Evre (Stage) 1A

Orijinal timor koltuk alt1 lenf bezlerine ve gogiis dis1 dokulara sigramistir. Evre 1A
meme kanseri i¢in uygulanmakta olan standart tedavi mastektomidir. Tiimoriin
saglikli gogiis dokusundan bir kesim ile ayrilabilmesinin olasi oldugu durumlarda,
lumpektomi de yapilabilir. Operasyon sonrasinda genelde radyasyon tedavisi ve
sistematik tedavi olarak kemoterapi ve hormon tedavisi uygulanir. Eger timor ¢ok
bliyiikse, operasyon Oncesinde tiimoriin boyunun kiigiiltiilmesi amaciyla kemoterapi
uygulanabilir, bu tip kemoterapi uygulamalarina neoadjuvant kemoterapi denir. Bazi
durumlarda neoadjuvant kemoterapiye yardimci olmasi amaciyla operasyon oncesi

hormon tedavisi de uygulanabilir.

1.1.2.2.6. Evre (Stage) 111B

Orijjinal timoriin boyutuna bakilmaksizin, tiimoriin kendisini gogiis duvarina
bagladig1 ve gogiis lenf bezlerine sigradigi durumlarda kanser Evre IIIB olarak
adlandirilir. Evre IIIB meme kanserinin standart tedavisi genellikle neoadjuvant
kemoterapi ile baglar. Orijinal tiimoriin boyunun istenen oranda kiigiilmesi ile
birlikte, lumpektomi veya mastektomi yapilir. Operasyon sonrasi uygulanan standart

tedavi ise, radyasyon tedavisi, kemoterapi ve hormon tedavisidir.

1.1.2.2.7. Evre (Stage) IV

Kanser gogiis disina viicudun diger boliimlerine (kemikler, akciger, karaciger yada
beyin gibi) sicramistir. Evre IV meme kanserinin tedavisinde temel amag¢ yasam
stiresini ve Kkalitesini arttirmak ve hastanin sikayetlerini gidermektir. Tedavide
genelde kemoterapi ve hormon tedavisi gibi tiim viicudu etkileyen sistematik
tedaviler uygulanir. Hastanin sikayetlerinin azaltilmasi amaci ile bazi durumlarda

mastektomi de onerilebilir (http://www.kanser.org/toplum/mkanseri.php).



1.2. Meme Kanseri Yatkinhgi

Monogenik 6zelliklerin meme kanserinin %5’inden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir
(Bradbury ve Olopade, 2007). Familyal meme kanserinin %20-40’indan germline
BRCAl1 ve BRCA2 mutasyonlart sorumludur ve bu, tim meme kanserlerinin
%35’inden daha azdir (Wooster ve Weber, 2003), meme kanserinin hayat boyu riski
acisindan bu mutasyonlar %60-85’lik bir asosiasyon gostermektedir ve yine ovaryum
kanseri i¢in de yiiksek risk teskil etmektedir. Herediter meme kanseri ve ovaryum
kanserindeki bu yiiksek riske ek olarak, yliksek meme kanseri riskiyle asosiasyon
gosteren bazi kalitsal sendromlar da vardir. Bununla birlikte, familyal meme
kanserine yatkinlik agisindan genetik predispozisyonun %50 nedeni hala
bilinmemektedir (Nathanson ve ark., 2001; Meindl, 2002; Turnbull ve Rahman,
2008). Meme kanserinde orta derecede meme kanseri riski gosteren DNA tamir
genlerindeki nadir mutasyonlarla, olduk¢a yiiksek meme kanseri riskiyle asosiasyon
gosteren diisiik penetranshi polimorfizmler ayr1 degerlendirilmelidir (Ripperger ve
ark., 2009). Bu yaygin varyantlar fibroblast biiyiime faktorii reseptorii 2 (FGFR2)
gibi bilinen genlerdeki SNP’ler oldugu gibi, heniiz sorumlu gen veya genlerin
belirlenemedigi lokuslardakiler de olabilmektedir. Cogu kompleks hastalikta oldugu
gibi, meme kanseri i¢in bireysel riskin, tek bir genetik varyanttan c¢ok, bir
polimorfizm kalibi, hormonlar, fiziksel egzersiz gibi c¢evresel faktorlerin
etkilesimiyle belirlenmesi beklenmektedir. Bu zamana kadar, ne bilinen diisiik riskli
varyant kaliplartyla asosiasyon gosteren kiimiilatif risk tahmini, ne de farkli genetik
varyantlart entegre eden risk tahmini modelleri gelistirilmesi gecerli hale
gelememistir. Bu durum, BRCA1/BRCA2 mutasyonu tasimayan ailevi meme kanseri
acisindan risk tasiyan bireylerde ve genel populasyonda bireysel meme kanseri
riskini  0grenmek isteyen diger bireylerde, bu yatkinhik mutasyon ve
polimorfizmlerinin klinik kullanimini smirlamaktadir (Willems, 2007). Bu durum
ancak, yakin gelecekte diger genetik risk faktorlerinin tanimlanmasi, gegerli risk
tahmin modellerinin gelistirilmesi ve yeni jenerasyon yiiksek verimli sekanslama
teknolojilerinin kullanimiyla degisebilecektir. Bir aileye BRCAI ve BRCA2
mutasyon taramasi yapilmasimin onerilmesi konusunda karar verilmesine rehberlik

etmek i¢in kurulmus olan analizlerin, orta derecede meme kanseri riskiyle birliktelik



gosteren nadir mutasyonlar icin orta penetransli genlerin ve hafif ylikselmis meme
kanseri riskiyle birliktelik gosteren yaygin alleller i¢in diigiik penetranslt SNP’lerin
genetik testinin uygulanmasi oncesinde gerceklestirilmesi gerekenler icin kriterlerin

tamimlanmasi gerekmektedir (Ripperger ve ark., 2009).

1.2.1. Meme Kanseriyle Birliktelik Gosteren Predispozisyon Sendromlari

BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarindan kaynaklanan herediter meme ve ovaryum
kanseri, yliksek meme kanseri riskiyle birliktelik gosteren en sik otozomal dominant
diizensizliktir (Turnbull ve Rahman, 2008). Buna ek olarak, yiiksek meme kanseri
riskiyle birliktelik gosteren diger nadir kanser predispozisyon sendromlari vardir.
TP53 geninde germline mutasyonlar nedeniyle olusan Li-Fraumeni sendromunda,
meme kanseri erken yasta goriilen, tekrarlayan yumusak doku sarkomlari, 16semi ve
beyin tiimorleri gibi multipl neoplazilerden biridir (Ripperger ve ark., 2009). Ek
olarak, onceden LKBI1 olarak bilinen, STK11 heterezigot germline mutasyonlari
tasiyan, dudaklarda, bukkal mukozada ve parmaklarda melanositik benekler, multipl
gastrointestinal hemartomat6z polipler, meme kanseri de dahil ¢esitli neoplazmlar
icin yiiksek riskle karakterize bir polipozis sendromuna neden olan Peutz—Jeghers
Sendromlu bireylerde de yiiksek meme kanseri riski mevcuttur (Hearle ve ark.,
2006).

Deri, meme, tiroid, gastrointestinal sistem, endometrium ve beyinde multipl
hemartomlar ile malign tiimorler igin yliksek riskle karakterize Cowden Sendromu,
70 yaslarinda %30-50 olmak iizere yliksek meme kanseri riskiyle asosiasyon gosterir.
Hastaliga sebep olan germline mutasyonlar yaygin olarak fosfatidilinositol 3-kinaz
yolaginda kritik bir tiimdr supressdr olan PTEN geninde bulunmustur. Ilging olarak
yapilan bir ¢alismada BRCA1/BRCA2 mutasyonu tagimayan yiiksek meme/ovaryum
kanseri riskli ailelere mensup meme kanserli olgularda PTEN geninin kodlayan
bolgesinde degil, intronik sekanslarinda dort varyant saptanmistir (Guenard ve ark.,
2007).

CDHI mutasyonlarinin herediter diffiiz gastrik kanser ve/veya lobular meme

kanserine neden oldugu bilinmektedir (Kaurah ve ark., 2007). Diffiiz gastrik kanser



aile Oykiisii olmayan lobular meme kanserli kadinlarda CDHI mutasyonlari
saptanmustir (Masciari ve ark., 2007).

Otozomal dominant bir hastalik olan Norofibromatoz Tipl (NF1)’li kadnlar igin,
orta derecede yiiksek meme kanseri riski bildirilmistir (Sharif ve ark., 2007).
Nijmegen kirilma sendromu, mikrosefali, gelisme geriligi, immun yetmezlik, farkli
malignansilere yatkinlikla karakterize bir otozomal resesif kromozomal instabilite
sendromu olup, DNA tamirinde gérevli NBN genindeki mutasyonlarla olusur (Walsh
ve King, 2007). Son zamanlarda, NBN’deki bir 5b¢’lik delesyonun (657del5),
Merkez ve Dogu Avrupadaki heterozigot disi tasiyicilarda meme kanseri riskini
neredeyse ii¢ kat artirdig1 gosterilmistir (Bogdanova ve ark., 2008).

Son olarak, baz1 ¢alismalar, baslica MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2’de olmak {izere
DNA mismatch tamir mekanizmasi genlerindeki heterozigot mutasyonlarin neden
oldugu herediter non-polipozis kolorektal kanser (HNPCC)’de artmis meme kanseri
riskini bildirirlerken (Vasen ve ark., 2001; Risinger ve ark.,, 1996), diger
arastirmacilar ise ¢ok az veya hi¢ risk bulunmadigini bildirmislerdir (Geary ve ark.,
2008; Watson ve ark., 2008).

1.2.2. Nadir Orta-Penetranshh Meme Kanseri Yatkinhik Genleri

BRCA1 ve BRCA2, DNA tamirinde gorev aldigi i¢cin ve ATM ve TP53 gibi DNA
tamir genlerindeki heterozigot mutasyonlarinin yiksek meme kanseri riskiyle
asosiasyon gosterdigi tartigildigl i¢in, yiiksek riskli ailelerde diger meme kanseri
yatkinlik genlerini tanimlamak tizere aday gen yaklasimi, CHEK2, RAD50, BRIP1
ve PALB2 gibi DNA tamirinde yer alan genler iizerine yogunlagmistir. DNA tamiri
ve meme kanseri yatkinligi, Fankoni anemisinden homozigot BRCA2
mutasyonlarmin sorumlu oldugunun bulunmasiyla daha fazla merak uyandirmis ve
BRCA2’nin FANCDI ile 6zdes oldugu gosterilmistir (Howlett, 2007; Wang, 2007).
ATM, CHEK2, RAD50, BRIP1 ve PALB2 orta derecede yiliksek meme kanseri
riskiyle asosiasyon gostermektedir (Walsh ve King, 2007).

ATM mutasyonlarinin, serebellar ataksi, telanjiektaziler, immun defektler ve
malignansiye yatkinlikla karakterize otozomal resesif bir sendrom olan ataksi

telanjiektazi (Louis-Bar sendromu)’ye neden oldugu bilinmektedir. Heterozigot
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mutasyon tastyicist ailelerde yiliksek meme kanseri riski oldugu neredeyse 20 yildir
tartismalidir (Renwick ve ark., 2006; Ahmed ve ark., 2006). Farkli ¢alismalarda
tahmini rolatif risk 1.3-12.7 olarak degismektedir (Angele ve Hall, 2000). Son
zamanlarda, 440 aileden 441 BRCA1/BRCA2-negatif meme kanserli olgu ve 521
kontrolin ATM sekans varyantlar1 acisindan  degerlendirilmesi sonucunda
etkilenmis bireylerde 12, kontrollerde 2 mutasyon tespit edimistir. Yaptiklar1 bir
calismada Renwick ve arkadaslari heterozigot mutasyon tasiyicilarinda meme
kanseri rolatif riskini 2.37 olarak tahmin etmislerdir. Boylece, ATM su anda orta
penetransli bir meme kanseri yatkinlik geni olarak kabul edilebilir (Ripperger ve ark.,
2009).

Hiicre siklusu kontrol noktasi kinaz 2 (Cell cycle checkpoint kinase 2) (CHEK2),
ATM tarafindan DNA cift zincir kiriklarina cevaben aktive edilir ve sonu¢ olarak
BRCAT1’i fosforile eder. CHEK2’deki mutasyonlar nadiren LFS2’ye yol agarlar.
Yapilan bazi ¢aligmalarda CHEK2 genindeki pek ¢ok sekans degisimiyle, meme
kanseri arasinda kesin bir iliski saptanamazken, bir ¢aligmada ekzon 10’daki
1100delC, kinaz fonksiyonunu engelleyerek disi heterozigot mutasyon tasiyicilarinda
meme kanseri riskinde iki kat artisa neden olmustur (Nevanlinna ve Bartek, 2006).
Son zamanlarda ailevi meme kanseri olan 50 000’den fazla olgu ve kontrolle yapilan
meta-analiz ¢aligmalarinda heterozigot CHEK2 1100delC mutasyon tasiyicilarinda
meme kanseri gelistirme rolatif riski 4.8 olarak bildirilmistir. Bu da 70 yasinda meme
kanseri tahmini kiimiilatif riskini %37 olarak belirlemektedir (Weischer ve ark.,
2008). Hollandada tastyici frekans1 %0,8’e ulasirken, Finlandiya ve Isvecte sirasiyla
%0,7 ve %0,5’tir. Ortalama 1000 allelede 1 veya 2 olmak {izere allel frekansi diger
Avrupa ilkelerinde, Kuzey Amerika ve Avustralya’da nadiren %1’ gegmektedir
(Nevanlinna ve Bartek, 2006; Osorio ve ark., 2004).

Dahasi, 516 BRCA1/BRCA2 mutasyon negatif herediter meme kanseri ailesinin 14
kodlayan eksonun hepsinin taranmasi sonucu analiz edilen dort ailenin ikisinde
CHEK2 1100delC bagimsiz dagilim gostermistir (Dufault 2004) ve daha 6nce erkek
meme kanseri igin bildirilen yiiksek risk dogrulanmistir (Nevanlinna ve Bartek,
2006). Offit ve Garber CHEK2 1100delC mutasyonun c¢ogu bati iilkesi

populasyonlarinda ¢ok diisiik frekansli olmasini hesaba katarak klinige rehberlik



11

etmek tlizere rutin test olarak uygulamanin su an i¢in uygun olmadigi goriislinii
savunmaktadirlar (Offit ve Garber, 2008).

Daha 6nce BACHI olarak bilinen BRIP1’deki mutasyonlarin yliksek meme kanseri
riskiyle asosiasyonu gosterilmistir. 1212 BRCA1/BRCA2 mutasyon negatif aile ve
2081 kontrolle yapilan konstitiisyonel BRIP1 mutasyon taramasinda, meme
kanserlilerde 9, kontrollerde 2 truncating mutasyon bildirilmistir. Bu da heterozigot
mutasyon tasityicilarinda 2,0 tahmini rolatif meme kanseri riskine yol acarken,
biallelik mutasyonlar komplementasyon grup J Fankoni anemisine yol agmaktadir
(Seal ve ark., 2006).

Fankoni anemisi komplementasyon grup N’ye sebep oldugu bilinen PALB2’nin
arastirilmasi, herediter meme kanserli 923 birey ve 1084 saglikli bireyle yapilan
aragtirma, meme kanserli bireylerde 10 adet truncating PALB2 mutasyonu
saptanirken, kontrollerde mutasyon saptanmamistir. ATM, CHEK2, BRIP1 ve
PALB2 mutasyonlari, orta penetransli, nadir meme kanser yatkinlik mutasyonlari
olarak smiflandirilirlar ve tiim ailesel riskin %2,3’tinden sorumludurlar (Rahman ve
ark., 2007). RAD50, BRCA1 ve NBN ile karsilikli etkilesim gosteren ve ¢ift zincirli
DNA kiriklarinin tamirinde 6nemli olan bir proteini kodlar. Bu genin 687 del T
mutasyonu Finlandiya populasyonunda yiiksek meme kanser riskiyle asosiasyon
gostermesine ragmen (n=317) (Heikkinen ve ark., 2006), isve¢, Norve¢ ve Izlanda
kohortlarinda (n=512) mutasyon saptanamamuistir, bu da bazi mutasyonlarin yiiksek

frekansinin farkli populasyonlarda olustugunu gostermektedir (Ripperger ve ark.,
2009).

1.2.3. Yaygin Diisiik Penetransh Meme Kanseri Yatkinhk SNP’leri

Binlerce hasta ve kontrol gruplarini igeren biiyiik gruplarda yiliksek meme kanseri
riskiyle asosiasyon gosteren genetik varyantlari arastirmak {izere ‘“genome-wide
asosiasyon” calismalar1 ic¢in simdilerde yiiksek-dansiteli SNP arrayleri gibi yeni
araglar gelistirilmistir. Bu ¢alismalarin amaci, her biri bireysel riskte sadece minor
bir kapsami etkilemesi beklenen polimorfizmleri tanimlamaktir. Bununla birlikte, bu
varyantlarin ¢ogu, arastirilan populasyonlarda yiiksek frekansta olustugundan, meme
kanseri riskinde Onemli bir etkileri olmakta fakat kontrol kohortlarinda da

bulunabilmektedir (Willems 2007). Bu genetik varyantlarin nasil etkilestiklerini ve
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cevresel risk faktorlerini nasil modifiye ettiklerini anlamak i¢in tiimoérogenezdeki
rollerini karakterize etmek gerekecektir. Son zamanlarda, artan bir listeyle genlerde
veya kromozomal lokuslarda bulunan yaygin SNP’ler genome-wide asosiasyon
calismalarinda tamimlanmistir: FGFR2 (Hunter ve ark., 2007; Easton ve ark., 2007),
LSP1 (Easton ve ark., 2007), MAP3K1 (Easton ve ark., 2007), TGFB1(Cox ve ark.,
2007), TOX3 (Easton ve ark., 2007; Stacey ve ark., 2007), 2935 (Stacey ve ark.,
2007) ve 8q (Easton ve ark., 2007)’daki lokuslar buna 6rnektir.

Sporadik meme kanseri olgularinda eksprese ve amplifiye edildigi bilinenen
(Heiskanen 2001) FGFR2’nin 2. intronundaki 2 SNP (rs2981582 ve rs1219648)’nin,
iki bagimsiz ¢ok merkezli genome-wide asosiasyon SNP caligmasinda yiiksek meme
kanseri riskine yol agtig1 gosterilmistir (Hunter ve ark., 2007; Easton ve ark., 2007).
Bununla birlikte saglikli kontrol kohortlarinin %47-48’nin de bu SNP’leri tagimasi
(Willems 2007), meme kanserli ailelerin yani sira ailevi meme kanseri Oykiisii
olmayan kadmnlarin tahmin amach testlerinde kullanilmasinin  zorlugunu
gostermektedir. Askenazi Yahudilerinde yapilan i¢ fazli bir GWA (genome-wide
asosiasyon) calismast da 10q kromozomal bdlgesindeki FGFR2’nin 6nceden
bildirilen meme kanseri riskini (Hunter ve ark., 2007; Easton ve ark., 2007)
dogrulamistir (Gold ve ark., 2008). Cogu SNP’nin fonksiyonu veya biyolojik
sonuglart heniiz bilinmese de (Stratton ve Rahman, 2008), Meyer ve ark., FGFR2’nin
ikinci intronundaki tanimlanan meme kanseri yatkinlik SNP’leri nedeniyle OCT]1,
RUNX2 ve C/EBPf transkripsiyon faktorlerinin baglanma affinitesinin degistigi
bunun da FGFR2 ekspresyonunda artisa sebep oldugunu bildirmistir (Meyer ve ark.,
2008). Ileri GWA c¢alismalarinda BRCA1/BRCA2-negatif yiiksek-risk meme
kanserini ve sporadik meme kanseri olgularin1 kontrol kohortlariyla karsilastirma
calismalar1 devam etmekte olup, bu calismalar da kuskusuz yeni yatkinlik
polimorfizmleri tanimlayacak, tanimlanan yatkinlik polimorfizmlerinin ilave ve

sinerjistik muhtemel etkileri arastirilabilecektir (Turnbull ve Rahman 2008).

1.3. Fibroblast Biiyiime Faktorii ve Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptorleri

Biiyiime faktorlerinden, Fibroblast biiylime faktorii (FGF) ailesinin 22 {iyesi,
hiicresel cevaba FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGF4 olarak belirlenmis dort reseptor
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tirozin kinaz (RTK) tarafindan kodlanan farkli izoformlara baglanarak ve bu yolla
onlar1 aktive ederek aracilik ederler. Diger biiylime faktorlerinden farkli olarak,
FGFR’leri aktive etmek ve bu genis biliylime faktorii ailesi tarafindan indiiklenen
cesitli hiicresel cevabin olusturulmasi igin pleiotropik cevaplar1 uyarmak i¢in heparin
ve heparan siilfat proteoglikan (HSPG) birlikte hareket ederler. Insan iskelet
displazilerinin bir c¢ogu, kranial, digital gelisimde ve iskelet gelisiminde ciddi
bozukluklara sebep olan FGFRI1, FGFR2, FGFR3’deki spesifik nokta
mutasyonlartyla iligkilidir. FGFR’lerin  fonksiyon kazanimi  mutasyonlari
myeloproliferatif sendromlar, lenfomalar, prostat ve meme kanserleri ve diger malign
hastaliklar gibi ¢esitli insan kanserlerinde tanimlanmistir. FGF ve HSPG’nin
FGFR’lerin ekstraseliiler ligand baglayan domainine baglanmasi, reseptor
dimerizasyonunu ve reseptor molekiiliiniin stoplazmik domainindeki multipl tirozin
rezidiilerinin aktivasyon ve otofosforilasyonunu indiikler. FGF sitlimiilasyonuna
cevaben Shc, fosfolipaz-Cy, STAT1, Gabl ve FRS2a gibi pek ¢ok sinyal proteininin
fosforilasyonu, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi, hiicre migrasyonu,
hiicrenin yasamin1i devam ettirmesi ve hiicre sekillendirilmesini kontrol eden
intraseliiler sinyal yolaklarinin situmiilasyonuna neden olur. FRS2a ve FRS2P
adaptor (docking) proteinleri, FGFR situmiilasyonunu takiben hiicre yiizeyinde
baglatilan sinyalin olugmasinda negatif feed-back etkisi yapmalarinin yam sira,
Ras/MAPK ve PI-3 kinaz /Akt sinyal yolaklarinin baslica aracilaridir. (Eswarakumar
ve ark., 2005)

Fibroblast biiyliime faktorii (FGF) kiiltiire edilmis fibroblastlar i¢in bir mitojen olarak
kesfedilmistir (Gospodarowicz, 1974). Bundan sonra nematodtan, drosophiladan,
fare ve insana kadar pek c¢ok organizmada en az 22 farkli FGF tanimlanmistir.
FGF’ler 17-34 kDa biiyiikliikleri arasinda degigmelerine ragmen, ailenin biitiin
tiyeleri %16-65 sekans 6zdesligi gosteren 120 amino asitlik korunmus bir sekans
paylasirlar (Ornitz ve Itoh, 2001).

FGF’ler embriyonik gelisim siiresince ve eriskin organizmada cesitli hiicresel
cevaplara aracilik ederler. Embriyonik gelisim siiresince FGF’ler, hiicre
proliferasyonunu, farklilagmasint  ve hiicre migrasyonunu diizenleyerek,

morfogenezde kritik bir rol oynarlar. Erigkin organizmada FGF’ler sinir sisteminin
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kontroliinde, doku tamirinde, yara iyilesmesinde ve tiimor anjiyogenezinde Onemli
bir rol oynarlar (Givol ve ark., 2003).

FGF’ler hiicresel cevaplarini, dort resepdr tirozin kinazdan olusan yiiksek-affiniteli
FGF-reseptorleri FGFR1-FGFR4’ten olusan bir aileye baglanarak ve onlar1 aktive
ederek gergeklestiriler. FGF’ler, biyolojik bir sinyal iletmeyen fakat FGF
baglanmasini ve ilgili sinyal reseptorlerinin aktivasyonunu diizenleyen bir aksesuar
molekiil olarak gorev alan diisiik affiniteli reseptor olan heparin veya heparan siilfat

proteoglikanlara (HSPG) da baglanirlar.

1.3.1. FGF-Reseptorlerinin Yapisi

Biitiin reseptor tirozin kinazlar (RTK’lar) gibi FGFR1-FGFR4, bir ekstraseliiler
ligand-baglayicit domain, bir transmembran domain ve katalitik protein tirozin kinaz
(PTK) kor ve ek regiilatér sekanslara sahip olan bir stoplazmik domainden olusur
(Hunter, 2000; Schlessinger, 2000).

FGFR’nin ekstraseliiler ligand-baglayici domaini D1-D3 olarak adlandirilan ii¢
immunoglobulin (Ig) benzeri domain igerir; baglayict (linker)’daki D1 ve D3’
baglayan yedi, sekiz rezidiiden olusan kisim “asit kutusu (acid box)” olarak
adlandirilir ve D2’deki pozitif yiiklii korunmus bir bdlge heparin ig¢in baglanma
bolgesi olarak is goriir (Schlessinger ve ark., 2000Db).
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Sekil 1.1. Bir FGFR’nin yapisi (Chaffer CL ve ark., 2007)

FGF ve heparince indiiklenen FGFR dimerizasyonu ve aktivasyonunun altinda yatan
mekanizmay1 ortaya ¢ikarmak icin, FG1 ve FGF2 ile kompleks olusturmus haldeki
FGFR1 ve FGFR2’nin ligand baglayan domainlerinin kristal yapilar1 ve
FGF/heparin/FGFR ternari kompleksinin kristal yapilar1 belirlenmistir (Schlessinger
ve ark., 2000b; Plotnikov ve ark., 1999; Plotnikov ve ark., 2000). Yapisal analizlerin
temeline ve Onceden yapilmis biyokimyasal c¢aligmalara dayanarak, ligand
baglanmasinin FGFR’nin dimerizasyon ve aktivasyonunu nasil indiikledigi hakkinda
bir model tasarlamak miimkiindiir. X-1511 yapilari, ligand baglanmis aktive edilmis
dimerik FGFR’nin, FGF-aracili ve direkt reseptor-reseptor etkilesimleriyle oldugu
kadar, heparinin, dimerdeki iki FGFR’nin D2 domainlerince ve iki bitisik baglanmis
FGF molekiiliince olusturulmus pozitif yiiklii bir yariga baglanmasiyla da stabilize

edildigini gostermistir (Schlessinger ve ark., 2000b). Ligand baglanmasindan sonra,
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FGFR’ler reseptor-aracili dimerizasyona ugrar ve sonug olarak stoplazmik bdlgenin
diger kisimlarinda ve tirozin kinaz korundaki (core) pek cok tirozin rezidiisiiniin
transotofosforilasyonu gergeklesir (Schlessinger, 2000).

Tirozin kinaz domaini ATP’nin y-fosfatinin tirozin rezidiilerinin hidroksil grubuna
transferini katalizleyerek, hem kinazin intrinsik katalitik aktivitesini artirir, hem de
korunmus Src Homoloji-2 (SH2) veya fosfotirozin-baglayici (phosphotyrosine-
binding (PTB)) domainleri araciligiyla bir¢ok downstream sinyal molekiiliinii
harekete gegirir (Schlessinger ve Lemmon, 2003).

FGFR1’in tirozin kinaz domaininin = X-151m1 kristal yapisi, FGFR1’in inaktif
durumdayken niikleotid-baglayan ilmeginin acilip, aktivasyon ilmeginin C
terminalindeki rezidiiler tarafindan katalitik ilmegin kapatildig1 otoinhibe edilmis bir
konformasyonda bulundugunu ortaya koymustur (Mohammadi ve ark., 1996). Diger
RTK’larmm tirozin kinaz domainlerinin kristal yapilar1 g¢esitli otoinhibitor
konformasyonlar gostermistir (Hubbard, 2002). Tirozin kinaz aktivitesinin hassas
regiilasyonunun gerekliligi, FGFR’lerin kinaz domainindeki Crouzon sendromu,
Pfeiffer sendromu, Kallmann sendromu, ¢esitli kanserler ve LADD sendromunu da
iceren cesitli klinik durumlardan sorumlu pek cok fonksiyon kazanimi (gain of
function) ve fonksiyon kaybi1 (loss of function) mutasyonlarinin kesfiyle
aciklanmistir (Wilkie, 2005; Lew ve ark., 2007).

FGF’lerle ve heparinle baglanma deneyleri, her iki ligandin da, D1 ve asit
kutusundan yoksun FGFR delesyon mutantlarini eksprese eden hiicrelere baglanma
affinitesinin, intakt FGFR eksprese eden hiicelere baglanma affinitesinden daha fazla
oldugunu gostermistir (Wang ve ark., 1995). Pek ¢ok deney FGFR’lerin D2 ve D3
domaininin FGF’ler i¢in temel baglanma yerleri oldugunu ve D1 ve asit kutusunun
otoinhibitdr fonksiyonu oldugunu gostermistir. (Eswarakumar ve ark., 2005). Biitiin
yapilan ¢alismalar g6z O6niinde bulundurularak, FGFR ’nin otoinhibe edilmis “kapali”
konfiigirasyonunun, dimerizasyon, transotofosforilasyon ve PTK aktivitesinin
stimiilasyonuyla olusan aktif “agik” durumla denge halinde oldugu diistiniilmiistiir
(Eswarakumar ve ark., 2005;0lsen ve ark., 2004).

FGFR1’in protein tirozin kinaz domaininin ATP analoguyla veya pek c¢ok reseptor
tirozin kinaz inhibitoriiyle kompleks olusturdugu belirlenmistir (Mohammadi ve ark.,
1996; Mohammadi ve ark., 1997; Mohammadi ve ark., 1998).
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1.3.2. FGFR’nin izoformlari

RTK’lerin FGFR ailesinin 6nemli bir 6zelligi, FGFR transkriptlerinin alternatif
splicingi ile pek ¢cok FGFR izoformunun olusturulmasidir. Farkli FGFR izoformlari
iki veya li¢ Ig-benzeri domainden olusan bir ekstraseliiler domain igeren ¢dzilinebilir
FGFR’leri ve yine ligand-baglanma spesifikligini tamamen degistiren ii¢lincii Ig-
benzeri domaininde (D3) alternatif splicingi olan FGFR izoformlarini kapsar (MiKki
ve ark., 1992; Yayon ve ark., 1992). D3’te alternatif splicing FGFR1, 2 ve 3’te
mevcutken, FGFR4’te yoktur. FGFR2 geninin 7. ekzonu D3’lin N-terminal yarisini
kodlarken (‘a’ olarak adlandirilir), ekzon 8 ve 9 alternatif olarak D3’iin C-terminal
yarisin1 kodlarlar ve sirasiyla ‘b’ ve ‘c’ olarak isimlendirilirler (Sekil 1.2.). iki
alternatif form farkli ligand-baglama karakteristikleri gosterirler. Ornegin, FGFR2b
FGF7 ve FGF10’a baglanip FGF2’ye baglanmazken; FGFR2c izoformu FGF2 ve
FGF18’e baglanirken, FGF7 ve FGF10’a baglanmaz. Bu izoformlarin farkli FGF
ligandlarina spesifitesini 6zetlemektedir. FGFR2b (KGFR olarak da adlandirilir)
izoformunun sadece epitelyal hiicrelerde eksprese edildigi, FGFR2c’nin ise sadece
mezenkimal hiicrelerde ekprese edildigi gosterilmistir (Orr-Urtreger ve ark., 1993).
FGFR’lerin I1lb ve lllc izoformlariin kokene-spesifik ekspresyonu, farklt FGF’lere
cevap olarak, gelisme siiresince epitelyal ve mezenkimal tabakalar arasinda karsilikli

etkilesime imkan verir (Eswarakumar ve ark., 2005).
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Sekil 1.2. FGFR izoformlar1 (Eswarakumar ve ark., 2005)

1.3.3. FGF ve FGFR izoformlarinin Biyolojik Rolleri

Bilinenen 22 memeli FGF’lerinin yarisindan fazlasinin biyolojik rolleri FGF
genlerinin homolog rekombinasyonla hedeflenmesi yoluyla arastirilmistir.

FGF’lerin farkli gelisim sistemlerindeki spesifik rolleri ve farkli doku ve
hiicrelerdeki ekspresyon patern analizleri birlikte degerlendirildiginde, FGF’lerin
fare gelisimi ve organogenezindeki ¢cogu evrede kritik roller oynadigini géstermistir
(Ornitz ve Itoh, 2001). Bu ¢alismalar, FGF ailesinin baz1 iiyelerinin oldukga spesifik
bir fenotipe yol acan ¢ok Ozellesmis bir biyolojik role sahip oldugunu (6rnegin:
Angora mutant FGF5 -/- faresi), veya bazi FGF’lerin kaybinin FGF ailesinin diger
tiyeleri tarafindan kompanze edilmesiyle bariz bir fenotipe yol agmadigini (FGF1 -/-
farede bariz bir defekte yol agmaz) gostermistir (Eswarakumar ve ark., 2005).
FGFR1’in hedef alinarak engellenmesi, primitif ¢izgi boyunca hiicre migrasyonunda
defektin sonuncunda embriyonik lealiteye yol agar. FGFRIc izoformunun hedef
alinarak engellenmesiyle de benzer bir fenotip olusurken, FGFR1b -/- farelerde bariz
bir fenotip gézlenmemistir. FGFR2 -/- farelerinin plasenta defektleri nedeniyle
oldiikleri  gosterilmigtir.  Bununla  birlikte, FGFR2b izoformunun segici
engellenmesiyle akciger, uzuvlar ve diger dokularin gelisiminin bozulmasiyla

dogumdan hemen sonra ani 6liim gercgeklesir. Diger taraftan FGFR2c¢ izoformunun
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bozulmasiyla kafatasi, kemik gelisiminde defekt olur fakat mutant fareler
yasayabilirler. Son olarak FGFR3 genindeki bozulma, kemiklerin agir1 gelisimine yol
acarken, FGFR4 -/- farelerde bariz bir fenotip gbézlenmemistir (Partanen ve ark.,
1998; Deng ve ark., 1996; Deng ve ark., 1994; Yamaguchi ve ark., 1994; Xu ve ark.,
1998; De Moerlooze v e ark., 2000; Eswarakumar ve ark., 2002; Colvin ve ark.,
1996; Weinstein ve ark., 1998).

1.3.4. FGF Reseptorleriyle Sinyal Yolu

FGFR’ler yoluyla sinyal iletimi, aktive edilmis reseptor iizerindeki tirozin oto-
fosforilasyon bolgelerine baglanan sinyal proteinlerinin direkt uyarilmasiyla ve FGF
uyarilmasina cevaben tirozin fosforile olan ve diger sinyal proteinlerle kompleks
olusturan adaptor proteinler araciligiyla olusurturulur. FGFR’nin stoplazmik domaini
katalitik PTK kora ek olarak, pek ¢ok diizenleyici sekansa sahiptir. FGFR’lerin
juxtamembran domaini diger reseptor kinazlarinkinden olduk¢a uzundur. Bu bolge,
FRS2 adaptor protein ailesinin iki iiyesi olan FRS2a ve FRS2B’nin fosfotirozin
baglayan (PTB) domainleri i¢in baglanma bolgesi olarak gérev yapan oldukea iyi
korunmus sekanslar igerir (Ong ve ark., 2000; Dhalluin ve ark., 2000).

FRS2o’nin veya FRS2B’nin PTB domainleri FGFR1’e baglandiklarinda, tirozin
fosforilasyonu ve ligand stimiilasyonundan bagimsiz olarak, ayn1 PTB domainleri,
NGF-reseptoriiniin juxtamembran domaindeki (TrkA) bir PTB domaini baglama
bolgesine (NPXpY motifi), fosforilasyon bagimli bir mekanizmayla baglanir. FGFR1
karboksi terminal kuyrugundaki Tyr766 ‘nin otofosforilasyonu fosfolipaz Cy
(PLCy)’in SH2 domaini i¢in spesifik baglanma bolgesi olusturur (Mohammadi ve
ark., 1991; Eswarakumar ve ark., 2005).

Y766’ nin mutasyonal analizi, bu tirozin rezidiisiiniin fosforilasyonunun PLCy’nin
tirozin fosforilasyonunda ve kompleks olusturmada onemli oldugunu gostermistir
(Mohammadi ve ark., 1992), sonugta da PLCy’nin aktivasyonu, fosfotidilinositol (PI)
hidrolizi, ve iki ikincil mesajc1 olan diagilgliserol (DAG) ve Ins(1,4,5)P3 olusumu
saglanir (Falasca ve ark., 1998). PLCy, FGFR’lerin C-terminal kuyrugunun
fosfotirozin rezidiilerine yonlendirilerek, PIP2’nin DAG ve IP3’e doniismesi

katalizlenir. DAG protein kinaz C (PKC) sinyal kaskadini aktive ederken, IP3, takip
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eden Calmadulin-Calcineurin-NFAT kaskadinin aktivasyonu ic¢in endoplazmik
retikulumdan Ca+2 salinimimi indiikler (Katoh, 2008).
Y766’nin fenilalanine doniistiigli mutant bir FGFR1, FGF-uyarisina cevaben PI

hidrolizi ve Ca*" salinimini aktive edemez. (Eswarakumar ve ark., 2005)

1.3.5. FRS2a FGFR Yoluyla Sinyal fletiminde Bashica Aracidir

FGF-stimiilasyonu FRS2a ve FRS2[ adaptor proteinlerinin tirozin fosforilasyonunu
saglar, bu da Grb2/Sos ¢oklu komplekslerinin Ras/MAP kinaz sinyal yolagin1 aktive
etmek {lizere uyarilmasina neden olur. Tirozin fosforile edilmis FRS2a, Gab1 adaptor
proteini ve bu adaptdr proteinin uyarmastyla harakete gecen efektor proteinleri igine
alan bir multiprotein kompleksi igin bir baglanma bdlgesi olarak is goriir. FRS2
proteinleri N-terminallerinde miristil baglayicilar1 ve PTB domainleri igerirken, C-
terminallerinde ¢oklu tirozin fosforilasyon yerleri olan genis bir bolge igerirler
(Kouhara ve ark., 1997). FRS2a, Grb2 adaptor proteini i¢in dort, Shp2 protein
tirozin fosfotazi i¢in iki baglanma bdlgesine sahiptir. FGF-stimiilasyonu Shp2’nin
tirozin fosforile olarak diger Grb2 molekiilleriyle kompleks olusturmasina neden
olur. Grb2/Sos kompleksleri boylece, Shp2 tarafindan, FGF-stimiilasyonuna
cevaben FRS2a tirozin fosforilasyonuyla direkt veya indirekt olarak uyarilirlar
(Eswarakumar ve ark., 2005).

FRS2a -/- farelerden elde edilen embryonik fibroblastlarla yapilan deneyler
FRS20’nin, FGF-ce indiiklenmis MAP kinaz stimiilasyonunda, PI-3 Kkinaz
stimililasyonunda, kemotaksik cevap ve hiicre proliferasyonunda kritik bir rol
oynadigin1 gostermistir. Yine bu hiicrelerle yapilan c¢alismalarda Gabl adaptor
proteininin  FGF-ce indiiklenmis tirozin fosforilasyonunun, FRS2a’nin tirozin
fosforilasyonuna bagli oldugu gosterilmistir. Gabl, Grb2’nin C-terminalindaki SH3
domainine baglanir ve Grb2/FRS2a kompleksindeki birliktelik Gabl’in tirozin
fosforilasyonuna neden olur ki, bu da PI-3 kinazi da i¢ine alan sinyal proteinlerini
iceren SH2 domaini komplemaninin harekete gecmesini saglar. FGF-ce indiiklenmis
Gabl’in PI-3 kinaz1 harekete gec¢irmesi, Akt bagimli anti-apopitotik yolagin
aktivasyonuna neden olur (Eswarakumar ve ark., 2005).
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MAP kinaz ve PI-3 kinaz aktivasyonu ve harekete gegirilmesindeki baslica
gorevlerine ek olarak, FRS2a’nin, negatif regiilatorlerin harekete gecirilmesinde de
rol oynadig1 gosterilmistir. Grb2, tirozin fosforile edilmis FRS2a’ya baglanir ve
Grb2’nin SH3 domainlerinin Cbl’nin prolince zengin bolgesine de baglanmasiyla bir
ternari kompleks olusur. Cbl’'nin Grb2 aracili uyarilmast FGFR ve FRS2a’nin
ubiquitinasyonunu saglar. Cbl, intrinsik ubiquitin ligaz aktivitesi islevi géren ve pek
cok sinyal proteininin uyarilmasi i¢in platform fonksiyonu yapan bir multidomainli
proteindir (Wong ve ark., 2002). Yapilan ¢alisma, FRS2a’nin dengeli bir FGF sinyal
translasyonu gerceklestirmek i¢in hem pozitif (6rnegin Sos, PI-3K) hem de negatif
(6rnegin Cbl) sinyal proteinlerini bagladigin1 géstermektedir (Eswarakumar ve ark.,
2005).

Tirozin fosforilasyonunun artmasiyla, FGF sitmiilasyonu en az sekiz treonin
rezidiistinden FRS2a’nin MAP kinaz bagimli fosforilasyonunu indiikler. FRS2a nin
treonin fosforilasyonuyla birlikte, tirozin fosforilasyonu azalir, Grb2 uyarilmas: ve

MAP kinaz cevabinin ateniiasyonu azalir (Lax ve ark., 2002).
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Sekil 1.3. FGF reseptorleriyle sinyal yolag: (Chaffer CL ve ark., 2007)
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1.3.6. FGFR2 Geni ve Alternatif Splicingi

Kromozom 10g26’da bulunan insan FGFR2 geni 21 eksondan olusur. FGFR2 geni,
birbirini dislayan eksonlarin alternatif splicinginden dolay1 Fgfi2 Illb (Fgfi2b) ve
Fgfr2 Illc (Fgfr2c) izoformlarint kodlamaktadir. FGFR2b izoformu baskin olarak
epitelyal hiicrelerde ekspresse edilirken, FGFR2c izoformu mezenkimal hiicrelerde
fazladir. Ornitz ve arkadaslar1 FGF’lerin her bir FGFR izoformuna olan affinitelerini
arastirmistir. FGFR2b, FGF1, FGF3, FGF7, FGF10 ve FGF22 i¢in yiiksek affiniteli
bir reseptorken; FGFR2c, FGF1, FGF2, FGF4, FGF6, FGF9, FGF16 ve FGF20 igin
yiiksek affiniteli bir reseptordiir (Ornitz ve ark., 1996; Zhang ve ark., 2006).

FGFR2b izoformu 1-6, 8, 9, 11-19 ve 21. eksonlar igerirken, FGFR2¢ izoformu 1-6,
8, 10-19 ve 21. eksonlari igerir. Fgfr2b ve Fgfr2¢ tiglincii Ig-benzeri domainin ikinci
yarisi hari¢ neredeyse aynidirlar (Dionne ve ark., 1990; Miki ve ark.,1991; Katoh ve
ark., 1992). Ugiincii Ig-benzeri domainin ikinci yarisina karsilik gelen ekson 9 ve
ekson 10 sirastyla FGFR2b ve FGFR2¢’de kullamilir (Katoh ve Katoh, 2003). Intron
8 i¢indeki splicing susturucu ve aktive edici sekanslar, ekson 9 splicinginin

diizenlenmesinde rol oynarlar (Carstens ve ark., 2000).

Chr 10

[2ka]

[2ka]

pld

pl3

plz.31
plz.2
plz.1
pll.23
pll.z2
pil.z21
gll.z1
gll.22
gll.23
gzl.1
21,2
21,3
g22.1
o2z2.2
92Zz.3
§23.1
423.2
§23.31
423,33
g2d.1
g2d .2
25,1
25.2
425.3
26,11
25,13
26,2
26,3

Sekil 1.4. FGFR2 geninin kromozom 10q26°daki lokalizasyonu
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?g=ENSG00000066468)

1.3.7. Embriyogenez ve Eriskin Doku Homeostazinda FGFR2 Sinyali

FGF7, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri, endotelyel hiicreler, deri dermisi ve yoT
hiicreleri gibi pek ¢ok mezenkimal hiicre tarafindan salgilanir (Finch ve ark., 1989;
Boismenu ve Havran, 1994). Mezenkimal hiicrelerde FGF7 transkripsiyonu,
trombositlerden derive olan PDGF ve polimorfoniikleer lokositlerden veya
makrofajlardan derive olan TNF-a ve IL-1, IL1p tarafindan upregiile edilir (Brauchle

ve ark., 1994). FGFR2b gastrointestinal epitelyum, meme bezi epitelyumu,
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urotelyum ve epidermal keratinositlerde ekpresse oldugu icin (Housley ve ark.,
1994), FGF7-FGFR2b sinyali yara iyilesmesinde ve eriskin dokularin mukozal
tamirinde gorev yapmaktadir. FGF10 embriyogenez boyunca mezenkimal
hiicrelerden salinir. FGF10, akciger tomurcuklarinda FGF10 iireten mezenkimal
hiicrelere dogru epitelyal migrasyonu Tgtp, Numb, Bmprla, Ctnnbl, Tacstd2,
Tm4sf3, Vnnl, ve Myh7’nin upregiilasyonuyla aktive eder (Arman ve ark., 1999; Lu
ve ark., 2005). FGF10, FGRFR2b sinyalini ektoderm yiizeyinde, uzuv
tomurcuklarinin gelisimini baglatmak i¢in ve uzuv olusumunda apikal ektodermal
sirtin meydana gelmesi i¢in aktive eder  (Revest ve ark., 2001). FGF10
embriyogenez boyunca, mesodermden-derive hiicrelerden salinarak, endoderm veya
ektoderm-derive bitisik hiicrelerde FGFR2b sinyalini aktive eder. FGF10-FGFR2b
sinyali akciger, mide, pankreas, ¢ekum, uzuv, timus, tiroid, hipofiz bezi, tiikriik bezi,
i¢ kulak, dis ve deri gibi embriyonik dokularin morfogenezinde gorev alir (Katoh,
2008).

FGF22 serebellar graniil hiicrelerinden salgilanarak, FGFR2b ekspresse eden pontin
ve vestibular noronlarin aksonlarin1 uyarir. FGF22-FGFR2b sinyali, FGF22
salgilayan hiicrelere akson ulagimini indiikleyerek, sinaps olusumunu organize eder.
FGFR2 geni Crouzon Sendromu, Jackson-Weiss Sendromu, Apert Sendromu,
Pfeiffer Sendromu ve  Beare-Stevenson Sendromu gibi konjenital iskelet
anomalilerinde mutasyona ugramustir (Wilkie, 1994; Reardon ve ark., 1994; Jabs ve
ark., 1994; Passos-Bueno ve ark., 1999).

FGFR2 geninin missens mutasyonlari, ikinci ve tigiincii Ig-benzeri domainin mentese
bolgesine, FGFR2¢ izoformunun tgilincti Ig-benzeri domainine ve tirozin kinaz
domainine kiimelenmistir. Mentese bolgesi ve tiglincii Ig-benzeri bolgedeki missens
FGFR2 mutasyonlar;, FGFR2’nin ligand-reseptor spesifitesini degistirirken, tirozin
kinaz domainindekiler liganda bagli olmayan FGFR2 aktivasyonunu indiiklerler
(Katoh, 2008).

Paznekas ve arkadaslari, kraniosinostozis ve uzuv anomalileriyle karakterize Saethre-
Chotzen sendromunda TWIST1/TWIST de fonksiyon kaybi mutasyonlari, FGFR2
veya FGFR3’te fonksiyon kazanimi mutasyonlart bildirmistir (Paznekas ve ark.,
1998). TWIST1, FGFR2 geninin promoter bolgesi i¢indeki E-box’a baglanan, bazik
heliks-ilmek-heliks (bHLH) domaini olan dokuya spesifik bir transkripsiyon
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faktoriidiir. TWIST1 homodimeri, FGFR2 upregiilasyonunu indiiklerken, TWIST1
heterodimeri ve E2A-ilskili proteinler indiiklemezler. TWIST1 FGFR2’nin
ekspresyonunu E2A-ilskili proteinlerin ekspresyon seviyelerine dayanan kosula-
bagimli bir yolla regiile eder (Katoh, 2008).

1.3.8. FGFR2’nin Diger Sinyal Kaskadlariyla iliskisi

WNT ailesi iiyeleri, embriyogenez ve karsinogenez boyunca anahtar roller oynayan
salgilanmis glikoproteinlerdir (Katoh, 2002; Nusse, 2003; Moon ve ark., 2004;
Clevers, 2006). WNT sinyalleri klasik veya alternatif sarta-bagli sinyal kaskadlarina
donistirilir (Katoh, 2007). MMTV-WNTL1 transgenik farede mamal karsinogenez
FGF3-FGF4 veya FGF8 lokusu etrafinda MMTV entegrasyonuyla, MMTV-FGF3
transgenik farelerde ise WNT1-WNT10B lokusu etrafinda MMTV entegrasyonuyla
ivmelenir (Shackleford ve ark., 1993; Lee ve ark., 1995). WNT10B sinyali adiposit
diferensiyasyonunu inhibe edip, osteoblast diferansiyasyonunu artirirken, FGF10-
FGFR2 sinyali  osteoblast diferansiyasyonunu inhibe edip, adiposit
diferansiyasyonunu artirir (Raucci ve ark.,, 2008). Osteogenez ve adipogenez
boyunca FGF sinyalleri klasik WNT sinyallerini dnlemesine ragmen, karsinogenez
stirecinde, FGF ve klasik WNT sinyalleri sinerjik hareket ederler (Chamorro ve ark.,
2005; Katoh ve Katoh, 2006).

Notch sinyalleri HES1, HES5, HEY1, HEY2 ve HEYL genlerinin transkripsiyonal
aktivasyonuyla, kok hiicre ve progenitor hiicre populasyonlarinin regiilasyonunu
gerceklestirir (Artavanis-Tsakonas ve ark., 1999; Radtke ve Raj, 2003; Katoh ve
Katoh, 2007a; Katoh ve Katoh, 2007b). Fare somitogenezi boyunca, FGF sinyal
aktivasyonunu NOTCH ve WNT sinyali izler, ve sonra NOTCH sinyali aktivasyonu,
FGF sinyal reaktivasyonu i¢in, bir FGF inhibitdrii olan DUSP4’ii baskilamak
amaciyla HES7 ekspresyonunu indiikler (Wahl ve ark., 2007; Niwa ve ark., 2007).
Timik gelisim siiresince, TP63 izoformu olan ANp63 tarafindan FGFR2 ve NOTCH
ligandi JAG2, birlikte indiiklenir (Candi ve ark., 2007). FGF10-FGFR2b sinyali
gelisen gastrik bezde HES1 upregiilasyonunu indiiklemesine ragmen, mekanizmanin
tamami bilinmemektedir (Nyeng ve ark., 2007). Embriyogenez boyunca FGFR2 ve
NOTCH sinyali kaskadlarinin iliskisi anahtar bir rol oynar.
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FGF, WNT, Notch ve Hedgehog sinyal agi arasindaki denge, kok hiicre ve
progenitor hiicreler arasindaki homeostasinin korunmasit i¢in énemlidir. Kok hiicre
sinyal agmin bozulmasi, konjenital hastaliklar ve kanser gibi patolojik durumlarla
sonuglanir (Katoh, 2007).

1.3.9. Kanserde FGFR2’nin Genetigi ve Genomigi

Easton ve arkadaslar1 (Easton ve ark., 2007) ve Hunter ve arkadaslar1 (Hunter ve
ark., 2007) FGFR2 geninin tek niikleotid polimorfizmleri (TNP=SNP’ler) ile yiiksek
meme kanseri riski arasinda, yaptiklari genome-wide asosiasyon calismalarinda
asosiasyon bildirmis ve Huijts ve arkadaslar1 aday-gen yaklasimi kullanarak bu
asosiasyonu dogrulamistir (Huijts, 2007). Meme kanseri siiphesiyle asosiasyon
gosteren 5 SNP, FGFR2 geninin intron 2 bolgesinde lokalize olmustur, bununla
birlikte, bu SNP’lere sahip hastalarda mamal karsinogenezin mekanizmasi
aciklanamamistir (Katoh, 2008).

FGFR2 geninin missens mutasyonu, meme kanserinde, gastrik kanserde, akciger
kanserinde, ovaryum kanserinde gozlenmektedir ve FGFR2 geninin mentese bolgesi
ve lglincili Ig-benzeri bolgesinde kiimelenmistir (Jang ve ark., 2001; Davies ve ark.,
2005; Pollock ve ark., 2007). Endometriyal uterus kanserindeki 1547V, N549K, ve
K659E mutasyonlart FGFR2’nin kinaz domaininde toplanmistir (Pollock ve ark.,
2007). FGFR2’nin {giincii Ig-benzeri bolgesi etrafindaki missens mutasyonlar,
degismis ligand reseptor spesifikligi nedeniyle FGF otokrin ilmegini olusturdugu i¢in
onkogenik FGFR aktivasyonunu indiiklerken, tirozin kinaz domaininde olusan
mutasyonlar ise ligand bagimsizligi 6zelligi kazandirdiklar1 i¢in onkogenik FGFR
aktivasyonunu indiiklerler (Katoh, 2008).

Gen amplifikasyonu ve FGFR2’nin overekspresyonu, insan meme kanseri ve gastrik
kanserde meydana gelir (Adnane ve ark., 1991; Katoh ve Terada, 1993). FGFR2
geninin 20. ve 21. eksonlari, FGFR2 izoformlarmin C-terminal bdlgesini kodlayan,
alternatif son eksonlaridir. Ekson 21°li yabanil tip FGFR2 transkriptleri, normal
hiicrelerde ve c¢ogu tiimdr hiicrelerinde ekspresse edilirken, ekson 20’li anormal
FGFR2 transkriptleri, FGFR2 amplikonundan 21. eksonun devre disi kalmasiyla,

FGFR2 gen amplifikasyonu olan olgularda overekspresyona ugramistir (Katoh ve
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Katoh, 2003). Yabanil tip FGFR2 izoformlarinin, Y769, Y779, Y783, Y805, ve
Y812’si, C-terminali delesyona ugramis FGFR2 izoformlarinda kaybolmustur.
Fosforile olmus Y769, PLCy ve SHB adaptér molekiilii i¢in baglanma bolgesidir.
Yabanil tip FGFR2b, liganda-bagimh bir sekilde gegici olarak FRS2’yi fosforile
ederken, C-terminali delesyona ugramis FGFR2b, FRS2’yi liganddan-bagimsiz
olarak, yapisal olarak fosforile eder (Moffa ve ark., 2004). FGFR2 gen
amplifikasyonu, downstream sinyallerin kalitatif ve kantitatif degisiminin yani sira
ligand bagimsizlig1 6zelliginin de kazanilmasiyla, daha malign bir fenotipe yol acar.
FGFR2b’nin FGFR2c’ye doniisiimii, prostat kanseri ve mesane kanserinin ilerlemesi
stiresince olusur (Chaffer ve ark., 2007; Carstens ve ark., 1997). Diisiik FGFR2b
diizeyi olan prostat ve mesane kanseri, invazyon ve metastaz potansiyelinin
artmasindan dolay1 daha zayif prognoz gosterir. FGFR2b’nin prostat ve mesane
kanseri hiicre hatlarinda yeniden-ekspresse olmasi, in vitroda azalmig proliferasyon,
in vivoda azalmis tiimorogenez ile sonuglanir (Matsubara ve ark., 1998; Ricol ve
ark., 1999). Mekanizma tam olarak bilinmemesine ragmen, ¢ok basamakli
karsinogenez boyunca, FGFR2’nin kasith doniisiimii, FGF otokrin ilmeginin
olugmasina neden olan degismis ligand-reseptor spesifikligi sebebiyle, daha malign
fenotiple sonuglanir (Katoh, 2008).

FGFR2 geninin 2. intronunda bulunan sekiz SNP  (rs35054928, rs2981578,
rs2912778, rs2912781, rs35393331, rs10736303, rs7895676 ve rs33971856) yiiksek
meme kanseri riskiyle asosiasyon gostermektedir (Easton ve ark., 2007; Hunter ve
ark., 2007; Huijts ve ark., 2007; Meyer ve ark., 2008). POU (Oct)-baglama bolgesi,
rs35054928 ve rs2981578’ye bitisik yer almaktadir ve muhtemel RUNX-baglama
bolgesi rs2981578 risk allelinin iizerinde bulunmaktadir. Muhtemel 6strojen reseptor
(ER)-baglama bolgesi rs10736303 risk allelinin iizerinde bulunmaktadir. Muhtemel
C/EBPB-baglama bolgesi rs7895676 risk allelinde kaybolmustur. Meme kanseriyle
birliktelik gosteren rs2981578 allelinin  FGFR2 upregiilasyonuyla asosiasyon
gosterdigi bildirilmesine ragmen (Meyer ve ark., 2008), FGFR2 upregiilasyonunun,
intron 2’deki muhtemel enhancer bolgeyi iceren FGFR2 risk allelince nasil
indiiklendigi anlagilamamustir.

Meme kanseriyle birliktelik gosteren rs2981578 alleli, endometrial uterus kanseriyle

diisiik bir asosiasyon gosterirken (McGrath ve ark., 2008), epitelyal ovaryum
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kanseriyle asosoiasyon gostermez. Karsinogenik senaryo ve genetik temelin
cesitliliginden dolayr, FGFR2 SNP’leri ve pek ¢ok kanser cesidiyle olan
asosoiasyonu diinyadaki pek ¢ok populasyonda arastirilmalidir (Katoh, 2008).

1.3.10. Anti-onkogenik FGFR2b

FGFR2b’den FGFR2c¢’ye gecis prostat kanseri ve mesane kanserinin ilerleme
stirecinde goriliir (Chaffer ve ark., 2007), buna invazyon ve metastaz igin artan
potansiyelle birlikte epitelyalden mezenkimale gegis eslik eder (EMT) (Thiery, 2002;
Shook ve Keller, 2003; Lee ve ark., 2006; Katoh, 2005; Katoh ve Katoh, 2008).
FGFR2b prostat kanseri ve mesane kanserinde anti-onkogeniktir. (Katoh ve Katoh,
2009). Yapilan caligmalar, farelerde deri epidermisinde FGFR2’nin kaybinin
kimyasal karsinogeneze duyarliligi artirdigini gostermistir (Grose ve ark., 2007).
FGF7 ve FGF10, yara iyilesmesi siirecinde epidermisteki y0T hiicreleri tarafindan
salmir (Jameson ve ark., 2002), yapilan ¢alismada bu hiicreleri olmayan fareler deri
karsinogenezine duyarli hale gelmistir (Girardi ve ark., 2001). Biitiin bunlar,
FGFR2b sinyalinin inaktive edilmesinin fare deri karsinogenezini tetikledigini ortaya
koymaktadir (Katoh ve Katoh, 2009).

Nfe212 (Nrf2), deri epidermisinde FGFR2b sinyal yolaginin hedef genlerinden biridir
(Katoh ve Katoh, 2009). Nfe212 geni temel bir 16sin fermuar1 (bZIP) transkripsiyon
faktorii olan Nfe212’yi kodlar. Nfe212 stressiz kosulda Keapl-aracili ubiqutinasyon
nedeniyle downregiile edildiginden, g¢evresel veya endojen reaktif oksijen tiirleri
(ROS) varliginda yapisal modifikasyona ugrayarak, Keapl-ce indiiklenmis yikima
ugramaz (Tong ve ark., 2006). Stabilize Nfe212, karsinojenleri non-karsinojenik
kimyasallara katalizleyen antioksidan enzimleri kodlayan hedef genlere, antioksidan
(ROS-detoksifiye  edici) yanit elemanlarina  baglanir.  Fgfi2b  sinyali
kriyoproteksiyonda gorevli Nfe212’yi upregiile ettigi icin delesyon veya spliceosome
disregiilasyonu nedeniyle FGFR2 sinyalinin kayb1 karsinogenezi ivmelendirir (Katoh
ve Katoh, 2009).
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1.3.11. Kanseroz Olmayan Hastaliklarda FGFR2

FGFR2 geninin missens aktive edici mutasyonlari, kisa—uzuv kemik displazisi
(kraniyosinostozis), ve her bir sendroma spesifik olan Crouzonoid yiiz, kemik
sindaktilisi, uzuv anomalileri, kutis girata ile kendini gdsteren konjenital iskelet
bozukluklar1 olan Crouzon sendromu, Jackson-Weiss sendromu, Apert sendromu,
Pfeiffer sendromu ve Beare-Stevenson sendromunda goriilmektedir (Katoh, 2008;
Reardon ve ark., 1994; Jabs ve ark., 1994; Passos-Bueno ve ark., 1999). FGFR2
geninin missens mutasyonlari, iskelet gelisimi siirecinde anormal FGFR2 sinyal
aktivasyonunu indiikler.

FGFR2 geninin 3’ flanking bolgesinde lokalize olan bir SNP (rs17101921)’nin, 10
olguluk bir analize dayandirilarak sizofreniyle asosoiasyon gosterdigi iddia
edilmektedir (O'Donovan ve ark., 2009), bununla birlikte sonuca ulagsmak igin,
1000°den daha fazla olgu ve kontroliin kullanilmas1 gereklidir. FGFR2 ve WDR11
genleri, insanlarda kromozom 10q26’daki rekombinasyon hot spotunun etrafinda
kiimelendigi i¢in (Katoh ve Katoh, 2003), rs17101921 SNP’siyle asosoiasyon
gosteren etken genin hangisi oldugu belirzisdir. FGF22-FGFR2b sinyal kaskadinin
embriyogenez siirecinde sinaps olusumuna katilmasi onemlidir. FGF22-FGFR2b
sinyal komponentleri kodlayan genlerin SNP’lerini arastirmada aday yaklagimi
sizofreniyle asosiasyon gosteren yeni etken genleri belirlemede faydali olabilir

(Katoh ve Katoh, 2009).

1.3.12. FGFR2’yi Hedef Alan Terapétikler

PD173074, SU5402, AZD2171 ve Ki23057 kiigiik-molekiilli FGFR inhibitorleridir.
Insan antikoru, peptit mimetik, RNA aptameri, siRNA ve sentetik miRNA FGFR2’yi
hedef alan kanser terapétikleri i¢in uygulanabilecek gelisen teknolojilerdir (Katoh ve
Katoh, 2009). FGFR2 mutasyonlar1 veya gen amplifikasyonlar1 olan hastalarda
kanser tedavisi i¢gin FGFR2 inhibitorlerini uygulamak faydali olacaktir, bununla
birlikte, FGFR2 risk alleli olanlarda kanser 6nlenmesi i¢in bu uygulama, oksidatif
strese kars1 bir kriyoprotektif mekanizmanin bozulmasi nedeniyle dezavantajli

olabilir.
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Peptit mimetik, transmembran reseptdrleri i¢in agonist ve antagonist gelistirmek igin
gelecek vadeden bir stratejidir. Dekafinler, FGFR1c veya FGFR2b ile asosiasyon
gosteren FGF mimetik peptidlerdir (Li ve ark., 2008).

RNA aptamerleri hedef proteine spesifik siki baglant1 gergeklestirmek icin stabil {i¢
boyutlu yap1 olusturan kisa RNA oligoniikleotidleridir. (Ulrich, 2005; Lee ve ark.,
2006; Ireson ve Kelland, 2006; Reichert ve ark., 2005). FGFR2 kinaz domainini veya
FGFR2-FRS ara birimini hedef alan RNA aptamerleri yeni FGFR2 sinyal
inhibitorleri olarak gelistirilecekken, FGFR2 ekstraseliiler bolgesini hedef alacaklar,
immunoterapide insan antikorlarinin yerine ge¢cmesi i¢in, tiimorii hedef alan ilacin
iletiminde ise karismasi igin gelistirilecektir (Katoh ve Katoh, 2009).

Fire ve arkadasar1 1998°de ¢ift zincirli RNA kullanarak, RNA represyonu
gerceklestirmiglerdir (Fire ve ark., 1998). 2001°de Elbashir ve arkadaslari siRNA
kullanarak RNA represyonu gerceklestirmislerdir (Elbashir ve ark., 2001). 2007°de
Liang ve arkadaglart RNA represyonunu sentetik miRNA  kullanarak
gerceklestirmiglerdir (Liang ve ark., 2007). siRNA ve sentetik miRNA’nin protein
ekspresyonunu hedef mRNA’y1 yikarak veya translasyonal represyonla kontrol
etmesi kanser terapotikleri i¢in gelecek vadeden gelismeler olmakla birlikte, klinik
uygulamaya gecilmeden once hedef dis1 etkilerinden kaginmanin ve tiimdre spesifik

iletim sistemine yonlendirilmenin gergeklestirilmesi gerekir (Katoh ve Katoh, 2009).

1.4. B7 Ailesi Molekiilleri ve Fonksiyonlar:

B7-benzeri molekiiller immunoglobulin (Ig) stiper ailesine aittir. B7-benzeri
molekiillerin ekstraseliiler kismi, tekli IgV (variable) ve IgC (constant) domaini ve
yaklagik %20-40 ortak amino asit igerirler. T hiicrelerindeki counter-reseptorlerine
baglanarak, B7-benzeri molekiiller antijen-spesifik immun cevabin kontrolii ve
ayarlanmasinda kritik roller oynarlar (Sica ve ark., 2003).

T hiicre aktivasyonu ve toleransi tesadiif olusumlar degildir. APC ve T hiicreler
arasindaki etkilesimleri regiile etmek icin, pek cok molekiil organize bir sistem
olusturur. Bu etkilesim iki-sinyal modeli (two-signal model) ile agiklanir. Buna goére
birinci sinyal T hiicrelerin T-hiicre reseptorlerine, APC’ler tarafindan ekprese edilen
MHC molekiilleri lizerindeki spesifik antijenlerin sunulmasiyla saglanirken, ikinci

sinyal, APC’lerin T hiicre cevabini yonetmek ve/veya diizenlemek i¢in kullandig1 B7
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ailesi ve diger ko-stimiilator proteinler tarafindan olusturulur. Biiyliyen B7 ailesi yedi
tiye icermektedir; CD80 (B7.1 olarak da bilinir), CD86 (B7.2), B7-DC (PD-L1 veya
CD274),B7-H1, B7-H2 (ICOSL), B7-H3 (CD276) ve B7-H4 (B7S1 veya B7X veya
VTNC1) (Chen, 2004; Korman ve ark.,
2006;http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/608162). B7 molekiillerinin  T-hiicre
aktivasyonunu desteklemek ve stimiile etmek i¢in dnemli pozitif sinyal saglamakla
kalmayip, T-hiicre cevabini baskilayan ve kontrol eden negatif sinyaller de
olusturdugu ortaya konmustur (Chen, 2004; Sharpe ve Freeman, 2002). Bu negatif
sinyaller ¢cogunlukla yeni tanimlanan B7 iiyeleri B7-H1 ve B7-H4 tarafindan saglanir
(Zou ve Chen, 2008).

B7-1(CD80)/B7-2(CD86)  ligandlartyla ~ CD28/CTLA-4(CD152)  reseptorleri
arasindaki etkilesimler klasik bir yolak gosterir. B7’ler hem biiylimeyi hem de enerji
engellemesini birlikte uyarirken, CD28 reseptorleriyle T hiicrelerin sag kalimini
devam ettirir. Bununla birlikte B7’ler varsayilan bir negatif sinyal dagitarak T hiicre
cevabini inhibe eder (Chambers ve ark., 2001). Bu yolagin manipiile edilmesinin
hem humoral hem de hiicre-aracili immun cevap iizerinde varsayilan etkileri vardir.
Ormegin, B7-1/B7-2 gen transferi, veya CTLA-4 nétralize edici antikorunun
verilmesi, tiimdr immunitesini harekete gecirirken, mAb veya CTLA-4Ig’ni notralize
eden B7-1/B7-2 yolagmin bloke edilmesi otoimmun hastaliklar1  ve
transplantasyonun reddedilmesini engeller (Salomon ve Bluestone, 2001).

Son zamanlarda yeni bir B7-1/B7-DC/PD-1 yolagi tanimlanmigtir. B7-H1, EST
(Expressed Sequence Tags-Genebank-NCBI) veritabani arastirmasinda, B7’lerle olan
homolojilerine dayanarak tanimlanmistir. B7-H1’in T hiicrelerine baglanmasi in
vitro’da IL-10 ve interferon-y’nin sekresyonunun tercihi se¢imini ve gelismeyi
birlikte stimiile ederken, in vivo’da T-helper hiicre cevabini ve antikorlar1 yonlendirir
(Dong ve ark., 1999; Tamura ve ark., 2001). B7-H1 ile homoloji gosteren B7-DC,
dentritik hiicrelere spesifik transkriptler arastirilitken substraktif hibridizasyon
metoduyla orijinal olarak tanimlanmistir (Tseng ve ark., 2001). Hem B7-H1 hem de
B7-DC programmed death 1 (programlanmis 6lim 1=PD-1) reseptdriine baglanma
yetenegine sahiptir (Freeman ve ark., 2000). PD-1’den yoksun farelerin spontan
olarak sistemik ve organ-spesifik otoimmun hastalik gelistirmeleri (Nishimura ve

ark.,, 1999.), PD-1’in T hiicre cevabindaki negatif regiilasyon roliinii
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desteklemektedir. Hem B7-H1 hem de B7-DC’in yeni T hiicreler i¢in kostimiilator
olduklar1 bulunurken (Dong ve ark., 1999), diger ¢alismalarda aktif T hiicrelerin
proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Freeman ve ark., 2000;Latchman ve
ark., 2001). B7-1 ve B7-DC’nin her ikisinin de PD-1 yoluyla fonksiyon gosterdigi
diisiiniildiiglinde, bu asosiyasyonu yansitmasi ag¢isindan bu molekiiller sirasiyla
PDL1 ve PD-L2 olarak yeniden isimlendirilmistir (Freeman ve ark., 2000), bununla
birlikte bu hipotez tiim deneysel bulgularla entegrasyon gostermemistir. B7-H1
tarafindan T hiicre kostimiilasyonu muhtemelen bagka bir reseptdr araciligiyla
saglanmaktadir (Dong ve ark., 2002). Bu en iyi su durumla ortaya konabilir; PD-1"e
baglanma yetenegini kaybetmis B7-1 ve B7-DC mutantlari, yine T hiicreler i¢in
kostimiilatér olmayi siirdiirmektedir (Wang ve ark., 2003) ve hem B7-1 hem de B7-
DC, PD-1 -/- T hiicrelerini kostimiile edebilmektedir. (Wang ve ark., 2003; Shin ve
ark., 2003). Onemlidir ki, B7-H1 insan kanserlerinin ¢ogunda ve bazi fare timor
hatlarinda eksprese olur, aktif insan T hiicrelerinin apopitoza gitmelerini saglar ve
fare tiimorlerini T hiicre saldirisina karst direngli kilar (Dong ve ark., 2002; lwai ve
ark., 2002).

B7h/B7RP-1 (B7-H2, GL-50, ICOS ligand, LICOS) bagimsiz olarak en az alti
calisma tarafindan tanimlanmistir (Carreno ve Collins, 2002). B7h/B7RP-1
reseptorleri fare ve insan i¢in indiiklenebilir bir kostimiilator (ICOS) olarak
belirlendiginde (Hutloff ve ark., 1999), konuya olan ilgi artmistir. Molekiiler
modelleme ¢aligmalar1 [COS’un CD28’e benzer bir yapisi oldugunu ve primer olarak
aktive edilmig T hiicreleri ve dinlenme halindeki hafiza T hiicrelerinde ekprese
edildigini gostermistir (Hutloff ve ark., 1999). 1COS ve B7h/B7RP-1 arasindaki
etkilesim, fare modellerinde T-helper bagimli antikor iiretiminim diizenlenmesi, Thl
ve Th2 sitokin sekresyonu ve hiicre-aracili immun cevapta kritik roller oynar
(Carreno ve Collins, 2002). Bununla birlikte, son zamanlarda yaygin degisken
Immun yetmezligi olan hastalardaki ¢caligmalar ICOS’un homozigot kaybinin defektif
T hiicre cevabina yol agmadig halde, B hiicrelerin cevaba yanastifin1 ortaya
koymustur (Grimbacher ve ark., 2003). Son zamanlarda, yeni bir B7-benzeri molekiil
B7-H3 tamimlanmistir (Chapoval ve ark., 2001). B7-H3, T hiicre proliferasyonunu
kostimiile eder, IFN-y’nin seg¢ici olarak indiiklenmesini gerceklestirir, gelismeyi

saglar, allogeneik antijenlere karst CD+ CTL farklilasmasini saglar ki bu da, B7-
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H3’lin tercihi olarak seliiler immun cevab1 kostimiile edebilecegini ortaya
koymaktadir. Sica ve ark. ¢alismalarinda T hiicre cevabinda oldukg¢a fazla inhibitor
fonksiyonu olan, B7-benzeri bir molekiil olan “B7-H4” anlatilmistir (Sica ve ark.,
2003).

1.4.1. B7-H4 Geni ve Fonksiyonu

CD80, CD86’y1 igeren “klasik” B7 ailesinin ve onlarin reseptorleri olan CD28 ve
sitotoksik T-lenfosit antijen-4 (CTLA-4)’lin baslica fonksiyonu, T-hiicre reseptorii
(TCR)-aracili antijenik sinyalle, T-hiicre cevabinin baslangi¢ evresinde pozitif
ve/veya negatif ko-sinyal olusturmaktir. Daha yeni bir zamanda tanimlanan, B7-H1,
B7-DC, B7-H2, B7-H3 VE B7H4’1 ic¢ine alan B7-homolog molekiilleri, bununla
birlikte, adaptif immun sistemde ¢ok daha farkli gorevleri olan bir molekiil sinifini
temsil eder. Dahasi, bu molekiiller adaptif immun sistemin dtesinde immun cevabin
kontroliinde kritik roller de oynarlar. Pek ¢ok dokuda ve hiicrede eksprese edilen B7-
H4’iin T-hiicre cevabina ilaveten nétrofil progenitorlerinin biiylimesini baskilayarak
konakg¢inin dogal cevabin regiile ettigi kesfedilmistir. B7-H3’lin immmunoregiilator
fonksiyonuna ek oarak osteopoiesisi diizenledigi gosterilmistir. (Yi ve Chen, 2009).
Sica ve arkadaslar1 B7 ailesi IgV ve IgC domainlerini igeren sekanslar i¢in EST
veritabani arastirmalarini takiben bir plasenta cDNA kiitiiphanesini tarayarak, B7-H4
kodlayan bir ¢cDNA izole etmislerdir. 282 amino asitten olustugu tahmin edilen
protein %87 fare proteiniyle benzerlik gosterip, 2-amino asitlik intraseliiler domain,
biiyiik bir hidrofobik tip I transmembran bolge, pek ¢ok N-glikozilasyon bolgeleri ve
korunmus sistein reziidiileri olan bir ekstraseliiler domain icermektedir. Nothern blot
analizi 1,8 kb'lik transkriptin dalak, akciger ve timiiste eksprese edildigini ortaya
koyarken, RT-PCR analizi pek ¢ok dokuda ekspresyon saptamistir.
Immunohistokimyasal ve flow sitometrik analizler ekspresyonu aktif T hiicrelerde
gosterirken, yeni T hiicrelerde, B hiicrelerde, monositlerde ve dentritik hiicrelerde
gostermemistir.

Sica ve ark.'dan bagimsiz olarak Zeng ve ark. 'da fare ve insan B7-H4'linii

tanimlamis ve karakterize etmis ve B7X olarak isimlendirmislerdir. Yine Sica ve
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ark.'dan bagimsiz olarak Prasad ve ark., B7S1 olarak isimlendirdikleri B7-H4'"i
tanimlamis ve karakterize etmislerdir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/608162).

Insan B7-H4 geni 1. kromozoma haritalanmistir (1p13.1), 66kb’lik bir bolgeyi
kapsayan 6 ekson ve 5 introndan olusur. 6. ekson 2 farkli transkript olusturmak tizere

alternatif splicingte kullanilir (Cheng ve ark., 2009).

D Il 1

Sekil 1.5. B7-H4 geninin kromozom 1p13.1°deki lokalizasyonu
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?g=ENSG00000134258;r=1:
117686209-117753556;t=ENST00000369458)

B7-H4’tin ~20kb ve ~800b¢ olan iki transkripti vardir. Daha biiyiik olan transkript
baskindir ve 3’ translasyona ugramayan bdlgesi (UTR) splicinge ugramis olan
kiiciikten farklidir. iki transkript arasindaki 3° UTR farkliigmin B7-H4 protein
sentezinin verimliligini etkilemesi muhtemeldir (Zhang ve ark., 2009).

Sica ve ark. B7-H4’tin T hiicre aktivitesini ve IL2 ve IL10’un {iretimini inhibe
ettigini bildirmis, in vitro’da sitolitik T lenfositlerin (CTL’ler) indiiksiyonunu inhibe
ettigini ve T hiicrelerin hiicre siklusunu G0/G1 fazinda durdurdugunu gostermisledir
(Sica ve ark., 2003).

B7-H4 mRNA’s1 fare ve insan periferal dokularinda yaygin bir dagilim gosterirken,
B7-H4 proteininin hiicre yiizeyi ekspresyonu smirlidir ve hematopoietik hiicrelerde
indiiklenebilir bir pattern sergiler. B7-H4’iin varsayilan reseptorleri, aktif T
hiicrelerinde upregiile edilebilir. Hiicre siklusunu durdurarak, T hiicrelerine B7-H4
baglanmasinin biiyiime, sitokin sekresyonu ve sitotoksitenin gelismesi iizerinde
biiyiik bir inhibitor etkisi vardir. B7-H4Ig’nin farelere verilmesi antijen-spesifik T
hiicre cevabini bozarken, endojen B7-H4’{in spesifik monoklonal antikorla blokaji,
T hiicre cevabini indiikler (Sica ve ark., 2003).

B7-H4 ekspresyonunun regiilasyonu, sadece insan sisteminde ¢alisilmistir. IL-6 ve
IL-10, monositleri, makrofajlar1 ve myeloid DC’leri B7-H4’1i eksprese etmek tizere
stimiile edebilirken; Groniilosit-makrofaj koloni-stimiilan faktor (GM-CSF) ve IL-4,
B7-H4’iin ekspresyonunu bu hiicrelerde downregiile edebilmektedirler (Kryczek ve
ark., 2006a; Kryczek ve ark., 2006b; Kryczek ve ark., 2007). Diger taraftan
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interferonlarin B7-H4 ekspresyonunu indiiklemek {izerinde ¢ok az bir etkisi oldugu
goriilmektedir. T hiicreler iizerinde fonksiyon gdsterebilen ve indiiklenebilen bir
reseptOriin varligl ortaya konsa da, heniiz B7-H4 icin bir reseptor kesfedilememistir
(Prasad ve ark., 2003; Sica ve ark., 2003). ilk olarak B- ve T- lenfosit ateniiatorii
(BTLA) B7-H4 igin bir reseptor olarak disiiniilse de, ilerleyen g¢aligmalar bunun
dogru olmadigimi ortaya koymustur (Compaan ve ark., 2005; Gonzalez ve ark., 2005;
Sedy ve ark., 2005).

Yapilan ¢alismalarda B7-H4’iin CD4+ ve CD8+ T-hiicre proliferasyonunu, sitokin
tiretimini ve alloreaktif CTL’lerin olusumunu hiicre siklusunu durdurarak inhibe
ettigi ortaya konmustur (Prasad ve ark., 2003; Sica ve ark., 2003; . Zang ve ark.,
2003;). Tastyict APC’lerin yiizeyinde eksprese edilen B7-H4, T-hiicre
proliferasyonunu da inhibe eder (Sica ve ark., 2003; . Zang ve ark., 2003). Endojen
B7-H4’iin in vivo’da spesifik mAb ile blokajinin T-hiicre cevabini tesvik etmesi, B7-
H4’tin inhibitor roliinii ortaya koymaktadir (Sica ve ark., 2003). Nakavt farelerle
yapilan ¢calismalar B7-H4’lin Th1 cevabinda inhibitor rolii oldugunu akla getirmistir
(Suh ve ark., 2006).

T hiicre
CcD28

CTLA4

TCR

PD-1
CcD80

ICOS

O IgV-benzeri domamn <2 IgC-benzeri domain

Sekil 1.6. APC’lerdeki B7-H4 ve diger B7 ailesi iiyeleri ve T hiicre iizerindeki
ligandlar1 (Zou W ve Chen L, 2008)
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1.4.1.1. Kanser immunitesinde B7-H4

B7-H4'lin pek c¢ok insan kanserinde eksprese oldugu bulunmustur. Yapilan bir
calismada, ovaryum karsinomlarindan ¢ogunda (26 dan 22 sinde) yiiksek seviyede
B7-H4 eksprese edildigi saptanmistir. Cok sayida Ornekle yapilan bir takip
calismasinda B7-H4’iin ovaryum papiller ser6z adenokarsinomunda overeksprese
oldugu gosterilirken (%88), miisindz ve diisiik malignant potansiyelli ovaryum
kanserler ve normal dokularin B7-H4 i¢in negatif oldugu belirlenmistir (Salceda ve
ark., 2005).

B7-H4 duktal (%100) ve lobiiler (%100) meme adenokarsinomunda ve endometrial
kanserinde hem mRNA hemde protein diizeyinde overeksprese olmustur (Miyatake
ve ark., 2007). Immunohistokimya yontemiyle, B7-H4’{in primer meme
kanserlerinin %95°1 ve metastatik meme kanserlerinde (invaziv lobiiler ve invaziv
duktal) tiimor grade ve stage’inden bagimsiz olarak overekspresyonu gosterilmigtir
(Tringler ve ark., 2005). B7-H4 pozitif hiicrelerin biiyiik boliimiiyle invaziv duktal
karsinoma ve tiimorii infiltre eden lenfositlerin sayisindaki azalma arasinda anlaml
bir asosiasyon bulunmustur (Mugler ve ark., 2007).

Dahasi, B7-H4 ekspresyonu, lenf nodu metastazi olan akciger kanserinde (Choi ve
ark., 2003), zayif yasam sansiyla asosiye renal hiicre karsinomunda (Krambeck ve
ark., 2006), yayilim, tekrarlama ve 6liimle asosiye prostat kanserinde gozlenmistir
(Zang ve ark., 2007). Yapilan bir ¢alismada 16 akciger kanserinden 5 tanesinin B7-
H4'i eksprese ettigi bulunurken, 17 melonoma 6rnegi espresyon gostermemistir. B7-
H4 boliinmeyen beyin tiimori hiicrelerinde tercihi olarak eksprese edilmistir (Yao ve
ark., 2008). Insan tiimorlerinde B7-H4’{in ekspresyonunun, tiimdrlerde post-
transkripsiyonun regiilasyonunun anormallesmesi sebebiyle olmasi muhtemeldir
¢linkii normal insan dokusu hiicrelerinde bol miktarda B7-H4 mRNA's1 saptanmasina
ragmen hiicre yiizeyi protein ekspresyonu nadirdir. in vitro’da B7-H4’iin baskin
bicimde T hiicre cevabini hiicre siklusunun durdurulmasini kositiimiile etmek yoluyla
inhibe etmesi, proliferasyon ve sitokin sekresyonunu inhibe etmesiyle sonuglanir
(Sica ve ark., 2003).

Diger calismalarda, tiimor hiicrelerindeki yiiksek B7-H4 ekspresyonu, hem azalan

apopitozla hem de tlimorlerin biliyiimesiyle korelasyon gostermistir. B7-H4’{in fazla



37

miktarda ve degisken bigimde N-glikozile oldugu gosterilmistir, bunun da, immun
kontrolden kagmay1 gergeklestirmek igin bir 'bariyer' mekanizma olabilme ihtimali
bulunmaktadir (Salceda ve ark., 2005). Bu yiizden, tiimor progresyonunda B7-H4’iin
rolii pre-kanseroz hiicreleri transforme etmek ve immun kontrolden korumak olabilir.
Timor hiicrelerine ek olarak, kanser mikrogevresindeki tiimorii infilltre eden
makrofajlarin (Kryczek ve ark., 2006; Kryczek ve ark., 2007) ve kiiciik kan
damarlariin endotelial hiicrelerinin (Krambeck ve ark., 2006) B7-H4 eksprese ettigi
bulunmustur. B7-H4’iin ovaryum Kkanseri hastalarinin assitlerinde tiimore-asosiye
makrofajlarda, fazla miktarda eksprese oldugu saptanmis ve bu durumun timor
progresyonuna etki edebidigi diistiniilmiistiir (Kryczek ve ark., 2006).

Antisens oligoniikleotidlerle B7-H4’lin blokaji, makrofajlarin T hiicreleri stimiile
etmek iizere fonksiyon gostermesini bu da in vivo’da tiimor regresyonunu
saglamaktadir. Daha sonra yapilan c¢alismalar tiimore-asosiye CD4+, CD25+,
forkhead box p3+ (foxp3+) Treg hiicrelerin, makrofaj igeren APC’leri IL-6 ve IL-10
tiretmek {izere tetikledigini gostermistir (Kryczek ve ark., 2007). Bu sitokinler
makrofajin B7-H4 ekspresyonunu stimiile ederken; GM-CSF ve IL-4 ekspresyonu,
makrofaj B7-H4 ekspresyonunu inhibe eder ((Kryczek ve ark., 2006).) ilginctir ki,
IL-4, IL-6, IL-10 ve GM-CSF'nin tiimor hiicrelerinde B7-H4 ekspresyonunu regiile
ettigi heniiz saptanmamistir, tiimor hiicrelerindeki APC’lerdekilerden fonksiyonel
olarak farkli olabilirler veya farkli regiile ediliyor olabilirler (Kryczek ve ark., 2007,
Krambeck ve ark., 2006). Bununla uyumlu olarak hem Treg hiicreleri hem de
makrofaj B7-H4 1 hastanin akibetiyle negatif asosiasyon gosterirken, timor B7-H4’
bu asosiasyonu gostermemistir (Kryczek ve ark., 2007). B7-H4+ tiimor makrofajlari
ovaryum kanserinde yeni bir supresor hiicre populasyonu olabilir ve terapotik olarak

hedef alinabilir (Kryczek ve ark., 2006; Yive Chen, 2009 ).
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Sekil 1.7. Tumor mikrogevresindeki B7-H4+ APC’ler ve etkileri (Zou W ve Chen L,
2008)

1.4.1.2. Meme Kanserinde B7-H4 Geni Polimorfizmleri

B7-H4 mRNA transkripsiyonunun protein ekspresyonu agisindan kararsiz olmasi,
B7-H4 ekspresyonunun periferal dokularda translasyonal seviyede siki bir sekilde
kontrol edildigini ortaya koymaktadir. UTR’lerin ve intronlarin, 6zellikle intron 1’in,
gen ekspresyonunu stabil mRNA iiretimi, translasyonel verimlilik, mRNA yikima,
vs. gibi pek cok seviyede diizenleyebildigi belirtilmistir. Zhang ve ark. yaptigi
calismada, UTR’lerde ve intron 1°’de {i¢ polimorfizm tespit etmis ve Cin’in
kuzeydogusundaki Han Cinlileri populasyonunda B7-H4 polimorfizmleri ile meme
kanseri riski arasindaki asosiasyonu saptamislardir (Zhang ve ark., 2009).

Zhang ve ark. Pupasview Software’1 (Ma ve ark., 2009) kullanarak, stabil mRNA’nin
tretimiyle, primer transkriptin splicing’ini etkileyebilen, ekzonik splicing
enhancerlarin (ESE’ler) iizerinde lokalize olan 3’~-UTR’de rs10754339 (Baralle ve
Baralle, 2005) ve 5-UTR’de rs3738414 ‘i bulmuslardir. RNA structure 4.5
software’in (Mathews ve ark., 2007) tahmini ile intron 1’deki rs10801935’in pre-
mRNA sekonder yapisin1 degistirebilecegini belirlemigler, bu sebeple bu ii¢
potansiyel fonksiyonel SNP’yi Kuzeydogu Cin’deki Han Cinlileri populasyonunda
meme kanseriyle baglantisin1 arastirmak iizere tespit etmislerdir. Zhang ve ark.’nin
calismas1 B7-H4 polimorfizmleriyle meme kanseri riski asosoiasyonunu bildirmek

tizere yapilmis ilk polimorfizm ¢alismasidir (Zhang ve ark., 2009).
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2. GEREC VE YONTEM

“Meme Kanserinde FGFR2 ve B7-H4 Geni Polimorfizmlerinin ve Etkilerinin
Aragtirllmas1” isimli bu tezin ¢alismalarima baslanmadan O©nce ‘“Kirikkale
Universitesi Tip  Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Damsma Kurulu
Baskanhgi’ndan 2010/0023 karar numarali (24.05.2010 tarihli) Etik Kurul onay1

alimmustir.

2.1. Hasta ve Kontrol Gruplan

Bu calismaya Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Anabilim
Dali’nda meme kanseri tanisi alan, premenopozal ve postmenopozal 31 hasta ve
meme kanseri tanis1 almamis, postmenopozal 50 yas tistii 30 saglikli kadindan olusan
kontrol grubu dahil edildi. Calismaya dahil olan hastalardan kan alinmadan 6nce
Actbadem Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Arastirmalar Degerlendirme
Kurulu’ndan onay alindi. Calisma kriterlerine uygun olan bireylere etik kurulca
onaylanmis hasta ve kontrol grubu i¢in hazirlanmig olan onam formlar verilerek
calisma anlatild1 ve katilmaya goniillii bireylerden ¢alisma grubu olusturuldu. Hasta
ve kontrol grubuna ait gerekli bilgiler daha 6nceden hazirlanmis olan formlara her
hasta i¢in poliklinik doktorlar1 tarafindan dolduruldu ve hastalardan EDTA’11 tiiplere
4cc kan alindi. Alman kanlar DNA izolasyonu yapilana kadar +4 C° de muhafaza
edildi.

2.2. Caliymada Kullanmilan Cihazlar

Hassas terazi (Sartorius)

Mikro santrifiij (Heraeus — Biofuge pico)

Sogutmali santrifiij (Thermo)

Hot plate (Niive)

PH metre (Hanna)

Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)

Termal Cycler (Eppendorf - Mastercycler personal)
Mikropipetler (1-10 ul ve 10-100 pl) (Eppendorf Research)
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Ceker ocak

Distile su cihaz1 (Barnstead)

Yatay elektroforez tanki (Thermo)

Mikrodalga firin (Argelik)

Buz dolabi (Profilo)

Derin dondurucu (-20) (Bosch)

Jel goriintiileme sistemi (BioDoc-It® Imaging System-UVP)
Giig¢ kaynag1 (Apelex)

Vorteks (Niive)

Su banyosu (Niive)

ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

2.3. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

DNA izolasyon Kiti (High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche))
e Binding Buffer
e Proteinaz K
¢ Inhibitor Removel Buffer
e Wash Buffer
e Elution Buffer
e Collection Tiipler
e Filtreli Tiipler
FGFR2 geni rs1219648 polimorfizmi i¢cin primerler (Metabion)
F: 5'- TCCACAATGGCGCAGAATTA-3'
R: 5'- GCTGGACAGGTCATTGTGGTG-3’
FGFR2 geni rs2981582 polimorfizmi icin primerler (Metabion)
F: 5- GAACCTCTCTCCCAGCCCTTT -3’
R: 5'- CCCCACTGGGTAAGTGTGCT -3’
Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
ABI PRISM® 3100 POP-4™ polymer (Applied Biosystems)
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B7-H4 geni rs10754339 polimorfizmi icin primerler (IDT-Integrated DNA
Technologies)

F: 5- TCCTATGGGTCTGTCAATG-3’

R: 5'- GCTGCTAAACTCAAAGGC-3’

B7-H4 geni rs10801935 polimorfizmi icin primerler (IDT-Integrated DNA
Technologies)

F: 5-TAGTGGCGGTACAATAGC-3'

R: 5-AGTGCCTCTGTTTCTTCC-3’

B7-H4 geni rs3738414 polimorfizmi icin primerler (IDT-Integrated DNA
Technologies)

F: 5’ AAAGACCTCACTGCTGTTCC-3'

R: 5-CCACAGTCAGGAGGAAAGTC-3’

Mscl restriksiyon enzimi (Fermentas)

Sall restriksiyon enzimi (Fermentas)

Btsl restriksiyon enzimi (NEB-New England Biolabs)

Tagq DNA polimeraz (Fermentas)

MgCl;, (Fermentas)

PCR tamponu (Fermentas)

dNTP mix,10 mM (Fermentas)

DNA Marker (Fermentas GeneRuler 50 bp DNA Ladder 50 pg (0.5 pug/ul))
dH,0

Isoprophanol (Sigma)

Ethanol absolute (Merck)

Agaroz (Amresco Agarose |)

5 X TBE Buffer (Biological Industries)

Etidyum bromiir (Sigma)

Bromphenol blue (sodium salt %0.25, Ficoll 400 %15) (Applichem)
Disodium EDTA.2H,0 (Sigma)

Sodyum Asetat (Sigma)

Erlen mayer (Isolab)

Meziirler (50 ml, 100 ml, 500 ml) (Isolab)

Steril sar1 ve beyaz pipet ucu (Corning)
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0.2-1.5 mI’lik Ependorf tiipleri (Axygen)
Pens

Cesitli boyutta cam siseler (Isolab)

2.4. Kullanilan Soliisyon ve Tamponlarin Hazirlanmasi

Inhibitor removal Buffer

20 ml absolute ethanol eklenerek hazirlandi

Wash Buffer

80 ml absolute ethanol eklenerek hazirland1

Proteinaz K

4,5 ml steril distile suda ¢6ziilerek hazirlandi.

FGFR2 geni rs1219648 polimorfizmi i¢cin Forward Primer
Liyofilize icerige 226 ul steril dHO eklenerek hazirlandu.
FGFR2 geni rs1219648 polimorfizmi icin Reverse Primer
Liyofilize icerige 295 ul steril dH,0 eklenerek hazirlandi.
FGFR2 geni rs2981582 polimorfizmi i¢in Forward Primer
Liyofilize icerige 273 pl steril dH,O eklenerek hazirlandu.
FGFR2 geni rs2981582 polimorfizmi icin Reverse Primer
Liyofilize i¢erige 292 ul steril dH,0 eklenerek hazirlandi.
B7-H4 geni rs10754339 polimorfizmi i¢in Forward Primer
Liyofilize icerige 839.9 pl steril dH,O eklenerek hazirlandi.
B7-H4 geni rs10754339 polimorfizmi icin Reverse Primer
Liyofilize icerige 884.4 ul steril dH,O eklenerek hazirlandi.
B7-H4 geni rs10801935 polimorfizmi i¢in Forward Primer
Liyofilize icerige 755.7 pl steril dH,O eklenerek hazirlandi.
B7-H4 geni rs10801935 polimorfizmi icin Reverse Primer
Liyofilize igerige 958.9 ul steril dH,O eklenerek hazirlandi.
B7-H4 geni rs3738414 polimorfizmi icin Forward Primer
Liyofilize icerige 868.6 pl steril dH,O eklenerek hazirlandi.
B7-H4 geni rs3738414 polimorfizmi icin Reverse Primer
Liyofilize icerige 848.9 ul steril dH,O eklenerek hazirlandi.
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0.5 X TBE Buffer

5 X TBE Buffer’dan 1’e 9 oraninda distile su ile seyreltilerek hazirlandi.
0.5MEDTA

186,1 g Disodium EDTA.2H,0 800ml dH,0O’da ¢6ziildii, pH NaOH’le 8’¢ ayarlandi,
total voliim 1000m!’ye tamamlandi.

125 mM EDTA

100ml 0.5M EDTA’ya 400 ml dH,O eklenerek hazirlandi.

3M Sodyum Asetat

40,8 g NaOAc 70 ml dH20O’da ¢oziildii, pH glasiyal asetik asitle 5.2’ye ayarlandi,

total voliim 100ml’ye tamamlandi.

2.5. %2’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

PCR sonunda, amplifikasyon iiriinlerinin kontrol edilmesi i¢in %2’lik agaroz jel
hazirlandi. 200 ml 0,5X TBE i¢ine 4 g agaroz eklenerek mikrodalga firinda
saydamlasincaya kadar kaynatilip, icerisine ¢ceker ocak altinda 12 ul EtBr ilave edildi
ve toplam voliim jel dokme setine dokiilerek tarak yerlestirildi. Jel donduktan sonra
tarak ¢ikarildi. Hazirlanan %2’lik agaroz jel, i¢cinde 0,5X TBE bulunan elektroforez
tankina alindi. Jel taragmin olusturdugu kuyulardan ilkine 1ul 6X yiikleme boya
soliisyonu, 2ul marker DNA, 3ul dH,O karisimi; diger kuyulara ise 5 pl yiikleme
tamponu bromphenol blue ile birlikte 15ul amplifikasyon iiriiniiyle yiiklendi. 100

voltta 1 saat yiiriitiildii. Sonuglar jel goriintiileme sisteminde degerlendirildi.

2.6. Periferik Kandan DNA Izolasyonu

Izolasyon Roche DNA izolasyon kiti ile gergeklestirilmistir.

1. Onceden 70 Co’ye getirilmis su banyosuna son basamakta ilave edilmek iizere
yeterli miktarda elution buffer inkiibasyona birakildi.
2. 200 pl kan, 200 pl binding buffer ve 40 ul Proteinaz K 1,5 ml lik tiipe sirasiyla

eklendi.
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Karisim vortekslendikten sonra santrifiijde spin atildi ve 70 C° de 10 dakika
inkiibasyona birakildi.

10 dakika sonunda karisimin iizerine 100ul isopropanol eklendikten sonra
vortekslendi, santrifiijde spin atildi ve altinda collection tiip ( toplama tiipii )

bulunan filtreli tiipe aktarildi.

Filtreli tiipe aktarilan karisim 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve collection
tiip degistirildi.
Inhibitor removal buffer’dan 500 pl ilave edildi ve 8000 rpm de 1 dakika

santrifiij edildikten sonra collection tiip degistirildi.

500 pl wash buffer ilave edildi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten
sonra collection tiip degistirildi.

Yikama islemi, yani 7. basamak tekrar edildi.

Yikamalardan sonra bos collection tiiple 13.000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

10. Collection tiip atild1 ve filtreli tiipler 1,5 ml lik tiiplere yerlestirildikten sonra

150ul elution buffer ilave edilerek 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

2.7. FGFR2 Geni icin PCR Kosullar

FGFR2 geninin 2. intronunda yer alan rs1219648 A/G SNP’si, bu genin 123346190
A/G degisimi ve rs2981582 C/T SNP’si, bu genin 123352317 C/T degisimini dizi

analiziyle tespit etmek amaciyla PCR gerceklestirildi. Bunun i¢in toplam 50 pl’lik
PCR MIX’i hazirlandu.

FGFR2 rs1219648 ve rs2981582 icin hazirlanan 50 ul’lik PCR MiX’i:

¢ 10X PCR Buffer Sul
e MgCl2 (25 mM) Sul
o dNTP mix (25 mM) 5ul
e F primer (10 pmol) 2ul
¢ R primer (10 pmol) 2ul
e Taq DNA polimeraz 0.25 ul

e dH20 25,75ul
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e Kalip DNA 5ul

Ependorf tiipler i¢inde hazirlanan mix pipetaj ve kisa bir santriifiij isleminden sonra

151 dongiisii asagidaki sekilde hazirlanmis olan Thermal Cycler’a yerlestirildi.

FGFR2 rs1219648 ve rs2981582 icin hazirlanan Thermal Cycler 1s1 dongiisii:

95 °C
95 °C
57 °C
72°C
72°C
4 °C

5 dk

15sn

1dk 30 Dongii
1dk

7 dk

Saklama

2.8. FGFR2 Geni icin PCR Temizleme

PCR temizleme her biri 20 pl PCR iiriinii iceren 96 kuyucuklu reaksiyon plate’te

Ethanol/EDTA/Sodyum Asetat metodu ile gergeklestirildi.

1.

6
7
8.
9

96 kuyucuklu reaksiyon plate thermalcycler’dan alindi ve kisa siireli spin
atild.

Her bir kuyucuga 2 pl EDTA (125 mM) ilave edildi ve kuyucugun tabanina
ulasmasi saglandi.

Her bir kuyucuga 2 ul Sodyum Asetat (3 M) ilave edildi ve kuyucugun
tabanina ulagmasi saglandi.

Kuyucuklara 50 pl %100°1iik ethanol ilave edildi.

Plate aliminyum bantla tamamen kaplandi ve 4 kez ters diiz edilerek

karistirildi.

. Oda 1s1sinda 15 dakika inkiibe edildi.

5000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.
Plate santrifiijden ¢ikarilip ters ¢evrildi ve spin atildi.

Kuyucuklara 70 ul %70’lik ethanol ilave edildi.

10. Sogutmali santrifiijde +4 0C de 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
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11. Plate santrifiijden ¢ikarilip ters ¢evrildi ve spin atildi.

12. Kuyucuklarin karanlikta iyice kurumasi saglandi.

13. Devam etmek i¢in drneklere enjeksiyon buffer ilave edildi. Hemen
calisilmayacaksa plate aliiminyum folyo ile kapland1 ve +4 %C’de muhafaza

edildi.
2.9. FGFR2 Geni Dizi Analizi

Sekans PCR:

PCR iiriinleri ile “Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing” kiti igerisinde
bulunan Big Dye Karigimi kullanilarak, FGFR2 rs1219648 ve rs2981582
SNP’lerinin ilk PCR’1nda kullanilan F primerlerle sekans PCR’1 gerceklestirilmistir.
FGFR2 rs1219648 ve rs2981582 icin hazirlanan 20 ul’lik Sekans PCR MiX’i:

Big Dye Karisimi 8 pl

Primer F 4 pl

[k PCR firiinii 5 pl

dH20 3pul

Ependorf tiipler icinde hazirlanan mix pipetaj ve kisa bir santriifiij isleminden sonra

151 dongiisii asagidaki sekilde hazirlanmis olan Thermal Cycler’a yerlestirildi.

FGFR2 rs1219648 ve rs2981582 icin Sekans PCR Thermal Cycler 1s1 dongiisii:

96°C 30 sn
96°C 10 sn
50°C Ssn 30 Dongti
60°C 4 dk

Sekans Temizlemesi:

Sekans temizleme her biri 20 pl PCR f{iriinii i¢ceren 96 kuyucuklu reaksiyon plate’te

Ethanol/EDTA/Sodyum Asetat metodu ile gergeklestirildi.
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Kapiller Elektroforez:

Sekans1 takiben reaksiyon purifikasyonu yapildiktan sonra, ornekler Applied
Biosystems kapiller elektroforeze dayali genetik ananlizorde (ABI 3100) analiz i¢in
hazir hale geldi. Kapiller elektroforezde, sikliis sekans reaksiyon iiriinleri
elektrokinetik olarak, POP-4 polimerle doldurulmus kapillerlere enjekte edildi.
Uygulanan yiiksek voltajla, negatif yiiklii DNA fragmanlari pozitif elektroda dogru,
kapillerler i¢indeki polimer boyunca hareket etti.

Veri Analizi:

Kapiller elektroforezden sonra, veri toplama software’i Sequencing Analysis
Software Version 5.1 ham verileriden olusan bir 6rnek dosyasi olusturdu. Toplanan
renk-veri bilgilerinin karsilik gelen niikleotid bazlarina doniistiiriilmesi igin veri

analizi yapilmasi amaciyla Finch TV programi kullanildi.

2.10. B7-H4 Geni icin PCR Kosullar1

B7-H4  geninin 3’-UTR bolgesinde yer alan rs10754339 G/A, 5°-UTR’de
rs3738414 A/G ve intron 1°deki 1s10801935 C/A polimorfizmlerini, PCR RFLP
metoduyla tespit etmek amaciyla PCR gergeklestirildi. PCR’1 takiben RFLP i¢in
%?2’lik agaroz jel dokiilerek enzim kesim {irlinleri jelde yiiriitiildii. Bunun i¢in toplam

50 pl’lik PCR Mix’1 hazirlandi.

B7-H4 Geni rs10754339. rs10801935, rs3738414 Polimorfizmleri icin
Hazirlanan 50 pl’lik PCR Mix’i:

¢ 10X PCR Buffer Sul
e MgCl2(25 mM) Sul
o dNTP mix (10 mM) 0.5pl
e F primer (100 nmol) 0.6ul
¢ R primer (100 nmol) 0.6ul

e Tag DNA polimeraz (500U) 0.8ul
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e dH20 29.5ul
e Kalip DNA 8ul

B7-H4 Geni rs10754339 G/A Polimorfizmi icin Hazirlanan Thermal Cycler
Is1 Dongiisii:

94°C 5 dk

94°C 30 sn

53.2°C 30sn [ 35 Déngi
72°C 30 sn

72°C 10 dk

4°C Saklama

B7-H4 Geni rs10801935 C/A ve rs3738414 A/G Polimorfizmleri icin
Hazirlanan Thermal Cycler Is1 Dongiisii:

94°C 5 dk

94°C 30 sn

55.6°C 30sn [ 30 Déongii
72°C 30sn

72°C 10 dk

4°C Saklama

2.11. Elde Edilen PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Kontroliiniin Yapilmasi

Hazirlanan %2’lik agaroz jel, icinde 0,5X TBE bulunan elektroforez tankina alindi.
Jel taraginin olusturdugu kuyulardan ilkine 1ul 6X yiikleme boya soliisyonu, 2ul
marker DNA, 3ul dH,O karisimi; diger kuyulara ise 5 pl yiikleme tamponu brom
fenol blue ile birlikte 15ul PCR iirlinii yiiklendi. 100 voltta 1 saat yiiriitiildii.

Sonuglar jel goriintiileme sisteminde degerlendirildi.
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2.12. Enzim Kesimi

2.12.1. B7-H4 Geni rs10754339 G/A Polimorfizmi i¢in Mscl Enzim Kesimi

PCR’dan sonra kontrol edilen ve amplifiye olan orneklere Mscl enzim kesimi

uygulandi. Bunun i¢in hazirlanan mix listesi asagida verilmistir.

e PCR iiriini 20ul
e dH20 16ul
e 10X BufferR 2ul
e Mscl 2ul

Eppendorf tiipler i¢inde hazirlanan karisim hafif¢e pipetaj yaparak karistirildi ve
santrifiij yapildi. 37°C’de 3 saat inkiibe edildi. Siirenin sonunda elde edilen iiriinler
%2’lik agaroz jelde kontrol edildi. Agaroz jele marker ve enzim kesim {irlinlerinin
yiiklemesi PCR {riinlerinin kontrolii i¢in yapilan yiiklemeyle ayni sekilde yapildi.
Agaroz jel elektroforeziyle yapilan RFLP analizi sonucunda elde edilen bantlara gore
ti¢ farkl1 genotip belirlendi:

PCR f{iriinii: 341 bg

Genotip AA :237bg, 104 bg biiyiikliigiinde 2 bant

Genotip GG :341bg biiyiikliigiinde tek bant

Genotip AG :341bg, 237bg, 104bg biiyiikliigiinde 3 bant

2.12.2. B7-H4 Geni rs10801935 C/A Polimorfizmi icin Sall Enzim Kesimi

PCR dan sonra kontrol edilen ve amplifiye olan &rneklere Sall enzim kesimi

uygulandi. Bunun i¢in hazirlanan mix listesi asagida verilmistir.

e PCR iirlini 20ul
e dH20 16pl
e 10X BufferR 2ul
e Sall 2ul

Eppendorf tiipler i¢inde hazirlanan karisim hafifce pipetaj yaparak karistirildi ve
santrifiij yapildi. 37°C’de 3 saat inkiibe edildi. Siirenin sonunda elde edilen iiriinler

%2’lik agaroz jelde kontrol edildi. Agaroz jele marker ve enzim kesim {irtinlerinin
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yiiklemesi PCR iiriinlerinin kontrolii i¢in yapilan yiliklemeyle ayni sekilde yapildi.
Agaroz jel elektroforeziyle yapilan RFLP analizi sonucunda elde edilen bantlara gore
ti¢ farkli genotip belirlendi:

PCR tiriinii: 466 bg

Genotip AA : 466bg biiyiikliigiinde tek bant

Genotip CC : 240bg, 226bg biiyiikliigiinde 2 bant

Genotip AC : 466bg, 240bg, 226bg biiyiikliigiinde 3 bant

2.12.3. B7-H4 Geni rs3738414 A/G Polimorfizmi i¢in BtsI Enzim Kesimi

PCR’dan sonra kontrol edilen ve amplifiye olan orneklere Btsl enzim kesimi

uygulandi. Bunun i¢in hazirlanan mix listesi asagida verilmistir.

e PCR trinu 20ul

e dH20 20ul

e 10X Buffer 4 2,5ul
e 100xBSA 0,25 ul
e Bisl lul

Eppendorf tiipler icinde hazirlanan karisim hafifce pipetaj yaparak karistirildi ve
santrifiij yapildi. 55%Cde 16 saat inkiibe edildi. Siirenin sonunda elde edilen iriinler
%3’k agaroz jelde kontrol edildi. Agaroz jele marker ve enzim kesim iiriinlerinin
ylklemesi PCR iirtinlerinin kontrolii i¢in yapilan yliklemeyle ayni sekilde yapildi.
Agaroz jel elektroforeziyle yapilan RFLP analizi sonucunda elde edilen bantlara gére
ti¢ farkl1 genotip belirlendi:

PCR firiinii: 419 bg

Genotip AA : 281bg, 130bg, 8bg biiytikliigiinde 3 bant

Genotip GG : 411bg, 8bg biyiikliigiinde 2 bant

Genotip AG : 411bg, 281bg, 130bg, 8bg biiyiikliigiinde 4 bant

2.13. istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analiz Statistical Package for Social Sciences (SPSS for Windows
Release version 12, SPSS Inc. Headquarters, 223 S. Wacker Drive, 11th floor,
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Chicago, Illinois 60606) programi kullanilarak yapilmistir. Kontrol ve ¢alisma
gruplart arasindaki yas, meme kanserli olgu grubundaki menopozal durum, ailede
meme kanseri Oykiisii bulunmasi, ER, PR, CerbB2 (HER2/neu) durumu lenf nodu
tutulumu ile genotipler, Fisher’in ki kare testi kullanilarak karsilastirilmistir. Meme
kanserli olgu grubundaki tiimor biiytikligi ile genotipler, Pearson’in ki kare testi ile
karsilastirilmistir. P degeri <0.05 oldugunda karsilastirilan parametreler arasindaki
farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

Meme kanseri tanis1 almis pre-menopozal 11 ve post-menopozal 20 olgu ve
herhangi bir malignite tanis1t almamis 50 yas istii post-menopozal 30 kontrol
grubundan EDTA’l tiiplere alinan kan 6rneklerinden DNA izolasyon kiti (Roche,
High Pure PCR Template Preparation Kit) kullanilarak DNA izole edilmistir. izole
edilen DNA’larin miktar1 (ng/ul olarak) ve saflig1 (260/280 nm dalga boyundaki
absorbans degeri) spektrofotometre ile olgiilerek belirlenmistir.

Caligmaya dahil edilen meme kanserli olgu grubunun yas ortalamasi 55,2
iken, kontrol grubunun yas ortalamasi1 60,7’dir. Klinik parametrelerin meme
kanserinde calistifimiz polimorfizmlerle olan asosiasyonunu degerlendirmek iizere
hasta ve olgu grubunun yas durumu, hasta grubunun menopozal durumu, ailede
meme kanseri oykiisii, ER, PR, CerbB2 (HER2/neu) durumu, tiimor biiyiikligi, lenf
nodu tutulumu ile genotipler kiyaslanmistir (Tablo 3.6., Tablo 3.7., Tablo 3.8., Tablo
3.9., Tablo 3.10., Tablo 3.11., Tablo 3.12., Tablo 3.13.).

FGFR2 geninin 2. intronunda yer alan rs1219648 SNP’si, yani bu genin
123346190 A/G degisimini saptamak lizere ilgili bolgeyi kapsayan yaklasik 300bg
biiytikliigiindeki bolgenin dizi analizi gergeklestirilmistir. Kurulan PCR’1n kontrolii
%2’1lik agoroz jelde yapilmis olup, ilgili bdlge i¢in bazi olgulara ait Sequencing
Analysis Software Version 5.1’in  olusturdugu ham verilerden Finch TV
kromatogram goriintiileyici programinin olusturdugu grafik goriintiileri verilmistir

(Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3).

ix#x-"—xGC-"—xCGCC_-’-'\____AC__GACL'\CACC_C__CAAGG-*-'\_GGCC-’-'\_GG CTTGT
50 100 110 120 130

B e

Sekil 3.1: FGFR2 geni rs1219648 A/G polimorfizmi 22 nolu kontrole ait homozigot
GG genotipini gosteren sekans grafigi.
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AAGCAC GCC_A____AC__GACACAC@C_C__CAAGGA_G GCCATGGCTTGTCH
80 100 110 120 130 140

A

Sekil 3.2: FGFR2 geni rs1219648 A/G polimorfizmi 7 nolu kontrole ait heterozigot
AG genotipini gdsteren sekans grafigi.

AAGCACGCC“A““““AC““GACACACC_C__CAAGGA_GGCCA_GG CTTGTCC
100 110 120 130 140

e

Sekil 3.3: FGFR2 geni rs1219648 A/G polimorfizm 24 nolu kontrole ait homozigot
AA genotipini gosteren sekans grafigi.

FGFR2 geninin 2. intronunda yer alan rs2981582 SNP’si, yani bu genin
123352317 C/T degisimini saptamak iizere ilgili bolgeyi kapsayan yaklagik 300bg
bliytikliiglindeki bolgenin dizi analizi gergeklestirilmistir. Kurulan PCR’1n kontrolii
%2’lik agoroz jelde yapilmis olup, ilgili bolge i¢in bazi olgulara ait Sequencing
Analysis Software Version 5.1’in  olusturdugu ham verilerden Finch TV
kromatogram goriintiileyici programinin olusturdugu grafik goriintiileri verilmistir

(Sekil 3.4, Sekil 3.5, Sekil 3.6).
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CTCATCGCCACTTAATGAACCT G___G.GG GAGTCCACCTGGTGCCTGCCTGGC
120 130 140 150 160

Uy .uhu_lht_ ll.l.hh il

Sekil 3.4: FGFR2 geni rs2981582 C/T polimorfizmi 10 nolu hastaya ait homozigot
CC genotipini gosteren sekans grafigi.

CTCATCGCCACTTAATGAACCT G___G.GG GAGTCCACCTGGTGCCTGCCTG G
0 120 130 140 150 160

il miumhul.ummm il

Sekil 3.5: FGFR2 geni rs2981582 C/T polimorfizmi 7 nolu hastaya ait heterozigot
CT genotipini gosteren sekans grafigi.

CATCGCCACTTAATGAACCT G___G.GG GAGTCCACCTGGTGCCTGCCTGGCT
120 130 150 160 17

il .mtlﬂll.!ﬂ [k h L ‘

L 2 L "._

Sekil 3.6: FGFR2 geni rs2981582 C/T polimorfizmi 23 nolu hastaya ait homozigot
TT genotipini gosteren sekans grafigi.

Lo

B7-H4 geni 3 kodlanmayan bolge (untranslated region=UTR)’de bulunan
rs10754339 G/A polimorfizminin tespiti icin PCR uygulamas1 sonucu 341 bg¢’lik ilk
rtiniin  kontrolu %2’lik agaroz jelde yapilmistir, bazi olgulara ait agoroz jel
goriintiisit  verilmistir (Sekil 3.7). Birinci PCR dan sonra kontrol edilen ve
amplifikasyon iiriinii olan drneklere Mscl enzim kesimi uygulandi. Uriinler %2’lik
agaroz jelde kontrol edildi (Sekil 3.8).
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Homozigot AA : 237bg, 104 bg biiylikligiinde 2 bant
Homozigot GG : 341bg¢ biiyiikligiinde tek bant
Heterozigot AG : 341bg, 237bg, 104bg biiyiikligiinde 3 bant

Sekil 3.7: B7-H4 geni rs10754339 polimorfizmi, 341 bg¢’lik  amplifikasyon
Uriinliniin %2’lik agaroz jelde goriintiillenmesi. M: Marker DNA (50bg, 100bg,
150bp, 200bg, 250bg, 300bg, 400bg, 500bp, 600bg, 700bg, 800bg, 900bg,1000bp). 1-
8: Olgulara ait amplifikasyon iiriinii.

500
400
300
250
200
150
100

Sekil 3.8: B7-H4 geni rs10754339 polimorfizmi, 341 bg¢’lik  amplifikasyon
triintinin  Mscl enzimi ile yapilan RFLP sonuglarinin %2’lik agaroz jelde
goriintiilenmesi. M: Marker DNA (50bg, 100bg, 150bp, 200bg, 250bg, 300bg, 400bg,
500bp, 600bg, 700bg, 800bg, 900bg,1000bp). 1-8: Olgulara ait Mscl enzim kesim
tirtinleri. Homozigot AA: 237bg, 104 bg biiyiikligiinde 2 bant (1.,2.,3.,5. ve 8.
ornekler). Homozigot GG: 341bg biiyiikliigiinde tek bant (6.6rnek). Heterozigot AG:
341bg, 237 bg, 104 be bliyiikliigiinde 3 bant (4. ve 7. ornek). 1:AA, 2:AA, 3:AA,
4:AG, 5:AA, 6:GG, 7:AG, 8:AA.
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B7-H4 geni intron 1’ de bulunan rs10801935 C/A polimorfizminin tespiti i¢in PCR
uygulamas: sonucu 466 bg’lik ilk iriiniin kontrolu %2’lik agaroz jelde yapilmistir,
baz1 olgulara ait agaroz jel gortntiileri verilmistir (Sekil 3.9). Birinci PCR’dan sonra
kontrol edilen ve amplifikasyon {iriinii olan 6rneklere Sall enzim kesimi uyguland:.

Uriinler %2’lik agaroz jelde kontrol edildi (Sekil 3.10).

Homozigot AA : 466b¢ biiyiikliigiinde tek bant
Homozigot CC : 240bg, 226bg biiyiikliigiinde 2 bant
Heterozigot AC : 466bg, 240bg, 226bg bilyilikligiinde 3 bant

Sekil 3.9: B7-H4 geni rs10801935 polimorfizmi, 466 bg¢’lik  amplifikasyon
Uriinliniin  %2°lik agaroz jelde goriintiilenmesi. M: Marker DNA (50bg, 100bg,
150bp, 200bg, 250bg, 300bg, 400bg, 500bp, 600bg, 700bg, 800bg, 900bg,1000bp). 1-
8: Olgulara ait amplifikasyon iiriinii.



57

Sekil 3.10: B7-H4 geni rs10801935 polimorfizmi, 466 bg’lik  amplifikasyon
triiniiniin  Sall enzimi ile yapilan RFLP sonuglarinin %2’lik agaroz jelde
goriintiilenmesi. M: Marker DNA (50bg, 100bg, 150bp, 200bg, 250bg, 300bg, 400bg,
500bp, 600bg, 700bg, 800bg, 900bg,1000bp). 1-8: Olgulara ait Sall enzim kesim
rtinleri. Homozigot AA: 466b¢ biiyiikliigiinde tek bant (2., 3. ve 8. Ornek).
Homozigot CC: 240bg, 226b¢ biiyiikliigiinde 2 bant (4. ornek). Heterozigot AC:
466bg, 240bg, 226b¢ biiylkliginde 3 bant (1., 4., 5. ve 7. 6rnek). 1:AC, 2:AA,
3:AA, 4:AC, 5:AC, 6:CC, 7:AC; 8:AA

B7-H4 geni 5° kodlanmayan bolge (untranslated region=UTR)’de bulunan
rs3738414 A/G polimorfizminin tespiti i¢in PCR uygulamasi sonucu 419 bg¢’lik ilk
rtiniin  kontrolu %2’lik agaroz jelde yapilmistir, bazi olgulara ait agoroz jel
goriintiileri verilmistir (Sekil 3.11). Birinci PCR dan sonra kontrol edilen ve
amplifikasyon {iriinii olan drneklere Btsl enzim kesimi uygulandi. Uriinler %2’lik
agaroz jelde kontrol edildi (Sekil 3.12).

Homozigot AA : 281bg, 130bg, 8b¢ biiyiikliigiinde 3 bant
Homozigot GG : 411bg, 8bg biiyiikliigiinde 2 bant
Heterozigot AG : 411bg, 281bg, 130bg, 8bg biiyiikliigiinde 4 bant
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Sekil 3.11: B7-H4 geni rs3738414 polimorfizmi, 419 bg¢’lik  amplifikasyon
triinliniin %2°lik agaroz jelde goriintiilenmesi. M: Marker DNA (50bg, 100be,
150bp, 200bg, 250bg, 300bg, 400bg, 500bp, 600bg, 700bg, 800bg, 900bg,1000bp). 1-
8: Olgulara ait amplifikasyon iirlinii.

500
400
300
250 9
200 “
150 “]
100 “H

Sekil 3.12: B7-H4 geni rs3738414 polimorfizmi, 419 bg¢’lik  amplifikasyon
triiniinin  Btsl enzimi ile yapilan RFLP sonuglarimin %?2’lik agaroz jelde
goriintiilenmesi. M: Marker DNA (50bg, 100bg, 150bp, 200bg, 250bg, 300bg, 400bg,
500bp, 600bg, 700bg, 800bg, 900bg,1000bp). 1-8: Olgulara ait Btsl enzim kesim
trtinleri. Homozigot AA: 281bg, 130bg, 8bg¢ biiyiikliigiinde 3 bant (2. 6rnek).
Homozigot GG: 411bg, 8b¢ biiyiikligiinde 2 bant (1., 3., 5., 6. ve 7. ornekler).
Heterozigot AG: 411bg, 281bg, 130bg, 8bg biiyiikliigiinde 4 bant (4. ve 8. 6rnekler).
1:GG, 2:AA, 3:GG, 4:AG,; 5:GG, 6:GG, 7:GG, 8:AG.

Meme kanserli 31 olgu ve kanser tanis1 bulunmayan benzer yas araligindaki 30 kadin
kontrol grubunda FGFR2 geni rs1219648, rs2981582 SNP’leri dizi analizi, B7-H4
geni 1rs10754339, rs10801935 ve rs3738414 SNP’leri PCR-RFLP  yontemiyle

belirlendi.
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FGFR2 rs2981582 polimorfizminin genotip dagilimi olgu grubunda %19,4 (6/31)
CC, %51,6 (16/31) CT, %29 (9/31) TT; kontrol grubunda %26,7 (8/30) CC, %40
(12/30) CT, %33,3 (10/30) TT bulunmustur. Gruplar arasinda FGFR2 1s2981582
polimorfizminin genotip dagilimi agisindan istatistiki olarak anlamli bir fark
bulunmamustir (sirasiyla; p=0,554; p=0,444; p=0,786) (Tablo 3.1.).

FGFR2 rs1219648 polimorfizminin genotip dagilimi olgu grubunda %12,9 (4/31)
AA, %58,1 (18/31) AG, %29 (9/31) GG; kontrol grubunda %30 (9/30) AA, %33,3
(10/30) AG, %36,7 (11/30) GG bulunmustur. Gruplar arasinda FGFR2 rs1219648
polimorfizminin genotip dagilimi acisindan istatistiki olarak anlamli bir fark
bulunmamustir (sirastyla; p=0,127; p=0,073; p=0,592) (Tablo 3.2.).

B7-H4 rs10754339 polimorfizminin genotip dagilimi olgu grubunda, %77,4 (24/31)
AA, %19,4 (6/31) AG, % 3,2 (1/31) GG; kontrol grubunda, %86,7 (26/30) AA, %10
(3/30) AG, 9%3,3 (1/30) GG bulunmustur. Gruplar arasinda B7-H4 rs10754339
polimorfizminin genotip dagilimi acisindan istatistiki olarak anlamli bir fark
bulunmamustir (sirasiyla; p=0,508; p=0,473; p=1,000) (Tablo 3.3.).

B7-H4 rs10801935 polimorfizminin genotip dagilimi olgu grubunda, % 35,5 (11/31)
AA, %51,6 (16/31) AC, %12,9 (4/31) CC; kontrol grubunda, %26,7 (8/30) AA,
%43,3 (13/30) AC, %30 (9/30) CC bulunmustur. Gruplar arasinda B7-H4
rs10801935 polimorfizminin genotip dagilimi agisindan istatistiki olarak anlamli bir
fark bulunmamustir (sirasiyla; p=0,582; p=0,611; p=0,127) (Tablo 3.4.).

B7-H4 rs3738414 polimorfizminin genotip dagilimi olgu grubunda, %9,7 (3/31) AA,
%45,2 (14/31) AG, %45,2 (14/31) GG; kontrol grubunda %3,3 (1/30) AA, %20
(6/30) AG, %76,7 (23/30) GG bulunmustur. Gruplar arasinda B7-H4 rs3738414
polimorfizminin genotip dagiliminda AA ve AG genotipleri agisindan istatistiki
olarak anlamli bir fark bulunmazken, GG genotipi dagilimi agisindan anlamli fark
tespit edilmistir (sirasiyla; p=0,612; p=0,056; p=0,018) (Tablo 3.4).
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Tablo 3.1. Hasta ve kontrol gruplarinda FGFR2 rs2981582 C/T polimorfizmi i¢in

genotip dagilimi

Gruplar FGFR2 rs2981582 | FGFR2 rs2981582 | FGFR2 rs2981582
CC Genotip Sikhg1 | CT Genotip Sikhigr | TT Genotip Sikhgi
(n/%) (n/%) (n/%)
Hasta 6 (% 19,4) 16 (%51,6) 9 (% 29)
(n=31)
Kontrol 8 (%26,7) 12 (%40) 10 (%33,3)
(n=30)

Tablo 3.2. Hasta ve kontrol gruplarinda FGFR2 rs1219648 A/G polimorfizmi igin

genotip dagilimi

Gruplar FGFR2 rs1219648 | FGFR2 rs1219648 | FGFR2 rs1219648
AA Genotip Sikhgr | AG Genotip Sikhig1 | GG Genotip Sikhg
(n/%) (n/%) (n/%)
Hasta 4 (%12,9) 18 (%58,1) 9 (%29)
(n=31)
Kontrol 9 (%30) 10 (%33,3) 11 (%36,7)
(n=30)

Tablo 3.3. Hasta ve kontrol gruplarinda B7-H4 rs10754339 G/A polimorfizmi igin

genotip dagilimi

Gruplar B7-H4 rs10754339 | B7-H4 rs10754339 | B7-H4 rs10754339
AA Genotip Sikhgr | AG Genotip Sikhg1 | GG Genotip Sikhg:
(n/%) (n/%) (n/%)
Hasta 24 (%77,4) 6 (%19,4) 1 (%3,2)
(n=31)
Kontrol 26 (%86,7) 3 (%10) 1 (%3,3)
(n=30)

Tablo 3.4. Hasta ve kontrol gruplarinda B7-H4 rs10801935 C/A polimorfizmi igin

genotip dagilimi

Gruplar B7-H4 rs10801935 | B7-H4 rs10801935 | B7-H4 rs10801935
AA Genotip Sikhgr | AC Genotip Sikhgr | CC Genotip Sikhg:
(n/%) (n/%) (n/%)
Hasta 11 (%35,5) 16 (%51,6) 4 (%12,9)
(n=31)
Kontrol 8 (%26,7) 13 (%43,3) 9 (%30)

(n=30)
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Tablo 3.5. Hasta ve kontrol gruplarinda B7-H4 rs3738414 A/G polimorfizmi igin
genotip dagilimi

Gruplar B7-H4 rs3738414 | B7-H4 rs3738414 | B7-H4 rs3738414
AA Genotip Sikhgr | AG Genotip Sikhg1 | GG Genotip Sikhg
(n/%) (n/%) (n/%)
Hasta 3 (%9,7) 14 (%45,2) 14 (%45,2)
(n=31)
Kontrol 1 (%3,3) 6 (%20) 23 (%76,7)
(n=30)

Meme kanseri hasta grubunda 50 yas iistiinde 23 (%74,19) olgu mevcutken, 50 yas
altinda 8 (%25,81) olgu bulunmaktadir. 50 yas iistiindeki bireylerde FGFR2 ve B7-

H4 geni genotiplerinin bulunma yiizdeleriyle, 50 yas altindaki bireylerde FGFR2 ve

B7-H4 geni genotiplerinin bulunma ytizdeleri arasinda istatistiki olarak anlamli bir

fark bulunmamistir. (p>0.05). (Tablo 3.6.)

Tablo 3.6. Meme kanseri hasta grubunda yas durumunun FGFR2 ve B7-H4 geni

genotipleriyle iliskisinin degerlendirilmesi

Meme Kanseri Hasta Grubunda Yas Durumu

50 Yas Ustiindekiler (n=23)

Gen FGFR2 B7-H4
SNP rs2981582 rs1219648 rs10754339 rs10801935 rs3738414
Genotipler | TT CC | CT | GG | AA | AG | GG | AA | AG | AA| CC | AC | GG | AA | AG
n 6 5 12 8 3 12 1 18 4 7 4 12 10 1 12
% 261 | 21,7 | 52,2 | 348 | 13 | 522 | 44 | 783 | 17,4 | 304 | 174 | 522 | 435 | 44 | 52,2
50 Yas Altindakiler (n=8)
Gen FGFR2 B7-H4
SNP rs2981582 rs1219648 rs10754339 rs10801935 rs3738414
Genotipler | TT | cc | cT | GG | AA | AG | GG | AA | AG | AA | cC | AC | GG | AA | AG
n 3 1 4 1 1 6 0 6 2 4 0 4 4 2 2
% 375 | 125 50 125 | 125 75 0 75 25 50 0 50 50 25 25
p degeri | 0,660 | 1,000 | 1,000 | 0,379 | 1,000 | 0,412 | 1,000 | 1,000 | 0,634 | 0,405 | 0,550 | 1,000 | 1,000 | 0,156 | 0,240

Meme kanseri hasta grubunda premenopozal birey sayist 11 (%35,48) iken,

postmenopozal birey sayis1 20 (%64,52)’dir. Premenopozal bireylerde FGFR2 ve

B7-H4 geni genotiplerinin bulunma yiizdeleriyle, postmenopozal bireylerde FGFR2
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ve B7-H4 geni genotiplerinin bulunma yiizdeleri arasinda istatistiki olarak anlaml
bir fark bulunmamustir. (p>0.05). (Tablo 3.7.)

Tablo 3.7. Meme kanseri hasta grubunda menopozal durumunun FGFR2 ve B7-H4
geni genotipleriyle iliskisinin degerlendirilmesi

Meme Kanseri Hasta Grubunda Menopozal Durum

Premenopozal Olanlar (n=11)

Gen FGFR2 B7-H4

SNP rs2981582 rs1219648 rs10754339 | rs10801935 rs3738414

Genotipler | TT | CC | CT | GG | AA | AG | GG | AA | AG | AA | CC | AC | GG | AA | AG

n 5 1 5 4 2 5 1 7 3 4 3 4 5 1 5

% 4545| 9,1 |4545 36,36 18,18 | 4545 | 9,1 |63,64|27,27 | 36,36 | 27,27 [ 36,36 | 45,45 | 9,1 | 4545
Postmenopozal Olanlar (n=20)

Gen FGFR2 B7-H4

SNP rs2981582 rs1219648 rs10754339 | rs10801935 rs3738414

Genotipler | TT | CC | CT | GG | AA | AG | GG | AA | AG | AA | CC | AC | GG | AA | AG

n 4 5 11 6 1 13 0 17 3 7 1 12 10 2 8

% 20 25 55 30 5 65 0 85 15 35 5 60 50 10 40

p degeri | 0,217 | 0,383 | 0,716 | 0,683 | 0,601 | 0,449 | 0,355 | 0,210 | 0,638 | 1,000 | 0,115 | 0,273 | 1,000 | 1,000 | 1,000

Meme kanseri hasta grubunda ailesinde meme kanseri dykiisii bulunan 8 (%25,81)
birey mevcutken, bulunmayan 23 (%74,19) birey mevcuttur. Ailesinde meme kanseri
Oykiisii bulunan bireylerde FGFR2 ve B7-H4 geni genotiplerinin bulunma
yiizdeleriyle, ailesinde meme kanseri bulunmayan bireylerde FGFR2 ve B7-H4 geni
genotiplerinin bulunma yiizdeleri arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark

bulunmamustir. (p>0.05). (Tablo 3.8.)
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Tablo 3.8. Meme kanseri hasta grubunda ailede meme kanseri bulunma durumunun
FGFR2 ve B7-H4 geni genotipleriyle iliskisinin degerlendirilmesi

Meme Kanseri Hasta Grubunda Ailede Meme Kanseri Bulunma Durumu

Ailesinde Meme Kanseri Bulunanlar (n=8)

Gen FGFR2 B7-H4

SNP rs2981582 rs1219648 rs10754339 rs10801935 rs3738414
Genotipler | TT | cC | CT | GG | AA | AG | GG | AA | AG | AA | cC | AC | GG | AA | AG

n 1 3 4 3 1 4 0 7 1 4 0 4 4 1 3

% 125 [ 375 | 50 | 375|125 | 50 | 0 | 875|125 | 50 0 | 50 | 50 | 125 | 375

Ailesinde Meme Kanseri Bulunmayanlar (n=23)

Gen FGFR2 B7-H4

SNP rs2981582 rs1219648 rs10754339 rs10801935 rs3738414
Genotipler | TT | CC | CT | GG | AA | AG | GG | AA | AG | AA | CC | AC | GG | AA | AG

n 8 3 | 12 | 8 1 | 14| 1 |17 | 5 7 4 | 12 | 10 | 2 | 11

% 34,8 | 13,04 | 52,2 | 34,8 | 435 | 609 | 435 | 739 | 21,74 (30,44 | 17,39 | 52,17 | 43,48 | 8,7 | 47,83
p degeri | 0,379 | 0,161 | 1,000 | 0,660 | 1,000 | 0,689 | 1,000 | 0,642 | 1,000 | 0,405 | 0,550 | 1,000 | 0,698 | 1,000 | 1,000

Meme kanseri hasta grubunda ostrojen reseptor (ER) pozitif birey sayisi 20 (%64,52)

iken, dstrojen reseptdr (ER) negatif birey sayis1 11 (%35,48) dir. Ostrojen reseptor

(ER) pozitif bireylerde FGFR2 ve B7-H4 geni genotiplerinin bulunma ytiizdeleriyle,

ostrojen reseptér (ER) negatif bireylerde FGFR2 ve B7-H4 geni genotiplerinin

bulunma yiizdeleri arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamstir.

(p>0.05). (Tablo 3.9.)

Tablo 3.9. Meme kanseri hasta grubunda &strojen reseptor (ER) durumunun FGFR2
ve B7-H4 geni genotipleriyle iliskisinin degerlendirilmesi

Meme Kanseri Hasta Grubunda Ostrojen Reseptor (ER) Durumu

ER Pozitif Olanlar (n=20)

Gen FGFR2 B7-H4

SNP rs2981582 rs1219648 rs10754339 rs10801935 rs3738414
Genotipler | TT cc CT | GG | AA | AG | GG | AA | AG | AA | CC | AC | GG | AA | AG

n 4 4 12 5 2 13 1 18 1 9 2 9 8 2 10

% 20 20 60 25 10 65 5 90 5 45 10 | 45 | 40 10 | 50

ER Negatif Olanlar (n=11)

Gen FGFR2 B7-H4

SNP rs2981582 rs1219648 rs10754339 rs10801935 rs3738414
Genotipler | TT | cC | CT | GG | AA | AG | GG | AA | AG | AA | CC | AC | GG | AA | AG

n 5 2 4 4 2 5 0 7 4 2 2 7 6 1 4

% 45,5 | 18,2 | 36,36 | 36,36 | 18,2 | 455 0 63,64 | 36,36 | 18,2 | 18,2 | 63,64 | 546 | 9,1 | 36,36
p degeri | 0,217 | 1,000 | 0,273 | 0,683 | 0,601 | 0,449 | 1,000 | 0,210 | 0,151 | 0,241 | 0,601 | 0,458 | 0,477 | 1,000 | 0,707
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Meme kanseri hasta grubunda progesteron reseptér (PR) pozitif birey sayist 21
(%67,74) iken, progesteron reseptdr (PR) negatif birey sayist 10 (%32,26)’dur.
progesteron reseptor (PR) pozitif bireylerde FGFR2 ve B7-H4 geni genotiplerinin
bulunma ytizdeleriyle, progesteron reseptér (PR) negatif bireylerde FGFR2 ve B7-
H4 geni genotiplerinin bulunma yiizdeleri arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark

bulunmamastir. (p>0.05). (Tablo 3.10.)

Tablo 3.10. Meme kanseri hasta grubunda progesteron reseptor (PR) durumunun
FGFR2 ve B7-H4 geni genotipleriyle iliskisinin degerlendirilmesi

Meme Kanseri Hasta Grubunda Progesteron Reseptor (PR) Durumu

PR Pozitif Olanlar (n=21)

Gen FGFR2 B7-H4

SNP rs2981582 rs1219648 rs10754339 | rs10801935 rs3738414

Genotipler| TT | CC | CT | GG | AA | AG | GG | AA | AG | AA | CC | AC | GG | AA | AG

n |5 |5 1] 5 | 3 [13 ] 1|12 ]9 2 ]10]38 /2| 11

% 23,81 (23,81 | 52,38 | 23,81 | 14,29 | 61,91 | 4,76 | 8571|952 |42,86 | 9,52 | 47,62 38,1 | 9,52 | 52,38
PR Negatif Olanlar (n=10)

Gen FGFR2 B7-H4

SNP rs2981582 rs1219648 rs10754339 | rs10801935 rs3738414

Genotipler | TT CcC CT | GG | AA | AG | GG | AA | AG | AA | CC | AC GG AA | AG

n 4 1 5 4 1 5 0 7 3 2 2 6 6 1 3

% 40 10 |50 40 10 50 0 70 30 20 |20 60 60 10 30

p degeri | 0,417 | 0,634 | 1,000 | 0,417 | 1,000 | 0,701 | 1,000 | 0,652 | 0,358 | 0,262 | 0,577 | 0,704 | 0,441 | 1,000 | 0,280

Meme kanseri hasta grubunda c-erb-B2 (HER-2/neu) pozitif birey sayisi 13 (%41,94)
iken, c-erb-B2 (HER-2/neu) negatif birey sayis1 18 (%58,1)’dir. C-erb-B2 (HER-
2/neu) pozitif bireylerde FGFR2 ve B7-H4 geni genotiplerinin bulunma yiizdeleriyle,
c-erb-B2 (HER-2/neu) negatif bireylerde FGFR2 ve B7-H4 geni genotiplerinin
bulunma yiizdeleri arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamistir.

(p>0.05). (Tablo 3.11.)
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Tablo 3.11. Meme kanseri hasta grubunda c-erb-B2 (HER-2/neu) durumunun
FGFR2 ve B7-H4 geni genotipleriyle iliskisinin degerlendirilmesi

Meme Kanseri Hasta Grubunda c-erb-B2 (HER-2/neu) Durumu

c-erb-B2 Pozitif Olanlar (n=13)

Gen FGFR2 B7-H4

SNP rs2981582 rs1219648 rs10754339 | rs10801935 rs3738414
Genotipler | TT CcC CT GG AA | AG GG AA | AG AA CC AC GG AA AG

n 4 4 5 4 2 7 1 10 2 3 0 10 9 0 4

% 30,77 | 30,77 | 38,46 | 30,77 | 15,39 | 53,85 | 7,69 | 76,92 1539 | 23,1 | 0 [7692] 6923 | 0 [ 3077

c-erb-B2 Negatif Olanlar (n=18)

Gen FGFR2 B7-H4

SNP rs2981582 rs1219648 rs10754339 | rs10801935 rs3738414
Genotipler | TT | cc | cT | GG | AA | AG | GG | AA | AG | AA | cC | AC | GG | AA | AG

n 5 2 11 5 2 11 0 14 4 7 4 7 6 2 10

% 27,8 | 11,11 61,11 27,78 [ 11,11 |61,11| 0 |77,78(22,22 (38,89 (22,22 38,89 | 33,33 | 11,11 | 5556
p degeri | 1,000 | 0,208 | 0,285 | 1,000 | 1,000 | 0,727 | 0,419 | 1,000 | 1,000 | 0,718 | 0,120 | 0,149 | 0,157 | 1,000 | 0,275

Meme kanseri hasta grubunda tiimor biiylikliigii TB <2cm olan birey sayist 3 (%9,68),

2cm<TB < 5cm olan birey sayist 19 (%61,3), TB>5cm olan birey sayist ise 9

(%29)’dur. Timor biytiklikleriyle FGFR2 ve B7-H4 geni genotiplerinin bulunma

yiizdeleri arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamustir (p>0.05) (Tablo

3.12.).

Tablo 3.12. Meme kanseri hasta grubunda timor biiytikligii durumunun FGFR2 ve
B7-H4 geni genotipleriyle iliskisinin degerlendirilmesi

Meme Kanseri Hasta Grubunda Tiimér Biiyiikliigii (TB) Durumu

TB <2¢m Olanlar (n=3)

Gen FGFR2 B7-H4

SNP rs2981582 rs1219648 rs10754339 | rs10801935 rs3738414
Genotipler| TT | CC | CT | GG | AA | AG | GG | AA | AG | AA | CC | AC | GG | AA | AG

n 1 1 1 1 1 1 0 3 0 1 0 2 2 0 1

% 33,33 /33,33 /33,33 /33,33 /33,33/33,33| 0 |100 0 [3333| 0 [6667/6667| 0 [3333

2cm<TB < 5cm Olanlar (n=19)

Gen FGFR2 B7-H4

SNP rs2981582 rs1219648 rs10754339 | rs10801935 rs3738414
Genotipler | TT | cc | cT | GG | AA | AG | GG | AA | AG | AA | cc | AC | GG | AA | AG

n 5 5 9 4 3 [ 12] 0 13 | 6 6 3 10 | 7 2 10

% 26,32 | 26,32 | 47,37 | 21,1 |1579(63,16| 0 |6842 31,58 | 31,58 | 15,79 | 52,63 | 36,84 | 10,53 | 52,63

TB>5cm Olanlar (h=9)

Gen FGFR2 B7-H4

SNP rs2981582 rs1219648 rs10754339 | rs10801935 rs3738414
Genotipler | TT | cc | cT | GG | AA | AG | GG | AA [ AG | AA | cC | AC | GG | AA | AG

n 3 0 6 4 0 5 1 8 0 4 1 4 5 1 3

% 3333| 0 |6667|4444| 0 |5556|11,11/8889| 0 |4444| 526 | 4444|5556 1111|3333
p degeri | 0,916 | 0,210 | 0,508 | 0,438 | 0,274 | 0,613 | 0,283 | 0,296 | 0,095 | 0,799 | 0,737 | 0,792 | 0,476 | 0,836 | 0,575
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Meme kanseri hasta grubunda lenf nodu pozitif birey sayis1 22 (%70,97) iken, lenf
nodu negatif birey sayist 9 (%29,03)’dur. Lenf nodu pozitif bireylerde FGFR2 ve
B7-H4 geni genotiplerinin bulunma yiizdeleriyle, lenf nodu (PR) negatif bireylerde

FGFR2 ve B7-H4 geni genotiplerinin bulunma ytizdeleri arasinda istatistiki olarak

anlamli bir fark bulunmamistir. (p>0.05). (Tablo 3.13.)

Tablo 3.13. Meme kanseri hasta grubunda lenf nodu tututlumu durumunun FGFR2
ve B7-H4 geni genotipleriyle iliskisinin degerlendirilmesi

Meme Kanseri Hasta Grubunda Lenf Nodu Tutulumu Durumu

Lenf Nodu Pozitif Olanlar (n=22)

Gen FGFR?2 B7-H4

SNP rs2981582 rs1219648 rs10754339 | rs10801935 rs3738414
Genotipler | TT CC CT GG AA | AG GG AA | AG AA CcC AC GG AA AG

n 7 5 10 8 3 11 1 15 6 8 3 11 11 2 9

% 31,821 22,73 145,45 |36,36 | 13,64 | 50 455 | 68,18 | 27,27 |1 36,36 | 13,64 | 50 50 9,1 40,91

Lenf Nodu Negatif Olanlar (n=9)

Gen FGFR2 B7-H4

SNP rs2981582 rs1219648 rs10754339 | rs10801935 rs3738414
Genotipler | TT | cC | CT | GG | AA | AG | GG | AA | AG | AA| CC | AC | GG | AA | AG

n 2 1 6 1 1 7 0 9 0 3 1 5 3 1 5

% 22,22 111,11 66,67 | 11,11 | 11,11 | 77,78 0 100 0 33,33 11,11 | 55,56 | 33,33 | 11,11 | 55,56
p degeri | 0,689 | 0,642 | 0,433 | 0,220 | 1,000 | 0,237 | 1,000 | 0,077 | 0,145 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,456 | 1,000 | 0,693
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4. TARTISMA

Meme kanseri ve diger maligniteler hiicre biliyiimesi ve gelisimine katilan 6nemli
hiicresel yollar etkileyen genetik degisimler ile ¢cok adimli bir iglem sonucu ortaya
cikar (http://www.ctf.edu.tr/stek/pdfs/54/5402.pdf).

Diinyada meme kanseri, kadinlarda goriilen kanser tiirleri arasinda ilk sirada, kanser
nedeniyle olusan Oliimlerde ise akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer
almaktadir. Ulkemizde ise meme kanseri %24,96 oraniyla kadinlarda goriilen
kanserler arasinda birinci siradadir. Kadinlarin meme kanserine yakalanma riski
oldukca yiiksek olup bir ¢ok faktér meme kanseri riskini artirmaktadir. Cinsiyet, yas,
ailesel ve genetik faktorler, memede daha onceden kanser yada atipik hiperplazi
olmasi, 1k, radyasyona maruz kalma, menarsin 12 yasm altinda, menopozun 55
yasin lizerinde baglamasi meme kanseri ile ilgili 6nemli risk faktorleri olmakla
birlikte, hi¢ dogum yapmama veya 30 yas sonrasit gebelik, over aktivitesi, oral
kontraseptif kullanma, menopoz sonrast donemde hormon replasman tedavisi gorme,
laktasyon, alkol kullanimi, obesite ve yagh diyet, fiziksel aktivite meme kanseri ile
ilgili oldugu diisiiniilen yagam tarzi ile ilgili diger risk faktorleridir (Kog¢ ve Saglam,
2009).

Diisiik-penetransli yatkinlik genlerinin ¢evresel ve kalitsal faktorlerle birlestiginde,
karsinogenez i¢in 6nemli oldugu ortaya konmustur. Son zamanlarda yaygin diigiik-
penetrant genlerden FGFR2 geni potansiyel bir meme kanseri yatkinlik geni olarak
tanimlanmistir (Zhang J ve ark., 2010).

FGFR2 geni, FGF reseptorleri olarak gorev yapan farkli ekspresyon domainleri ve
ligand spesifiteleri olan FGFR2b ve FGFR2c izoformlarini kodlar. (Katoh ve Katoh,
2009). FGFR2, reseptor tirozin kinaz (RTK)’larin FGFR ailesinin bir iiyesidir. FGF-
reseptorleri, hiicre proliferasyonu, farklilasma, migrasyon ve hiicresel homeostasinin
korunmasi gibi pek ¢ok hiicresel prosesin kontroliinde énemli bir rol oynar (Lew ve
ark., 2007). FGFR2 sartlara ve ¢evreye bagl olarak onkogenik veya anti-onkogenik
roller oynar. FGFR2 geninin missens veya kopya sayist kazanimi mutasyonlari
FGFR2 sinyalini aktive etmek lizere meme kanseri ve gastrik kanserde olugmaktadir.
Anormal FGFR2 sinyal aktivasyonu tiimor hiicrelerinin proliferasyon ve canli kalma
yeteneklerini indiikler. FGFR2b formundan FGFR2c¢ formuna gecis, spliceosome

disregiilasyonu nedeniyle, prostat ve mesane kanserinin ilerleme siirecinde
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olugsmaktadir. Epidermal FGFR2b knockout fareler, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS),
Nfe2l2 (Nrf2)-aracili detoksifikasyon yetmezligi nedeniyle kimyasal karsinojenlere
karst artmis hassasiyet gostermektedirler. FGFR2b sinyal kaybi, epitelyalden-
mezenkimale gecisi (EMT) ve ROS’u indiikler. Kronik inflamasyon, sigara, yiiksek
kalori alimi, yetersiz egzersiz, hayat boyunca ortaya c¢ikan genetik degisimler ve
epigenetik modifikasyonlarin birikimi nedeniyle FGFR2 sinyalinin diizenlenememesi
karsinogeneze yol agmaktadir (Katoh ve Katoh, 2009).

Son zamanlarda iki bagimsiz genome-wide asosiasyon (GWA) ¢alismasinda pek ¢ok
polimorfik lokusun meme kanseri riskiyle asosiasyon gosterdigi belirlenmistir. En
giiclii asosiasyonlardan biri FGFR2 geninde bulunmustur (Hunter ve ark., 2007;
Easton ve ark., 2007).

Hem GWA hem de sonrasinda yapilan ¢aligmalar, asosiye lokusun intron 2’deki ~20
kb’1 kapsayan bir baglanti dengesizligi ile (LD=linkage disequilibrium) sinirl
oldugunu diislindiirmiistiir. Bununla birlikte, bu asosiasyonun sinir1 ve intron 2’deki
esas neden olan varyantin hangisi oldugu konusundaki cevap kesin degildir. Easton
ve ark.’nin calismasinda intron 2’nin upstream sinirinda lokalize rs2981582 en
anlamli asosiasyonu gosteren SNP olurken (Boyarskikh ve ark., 2009), Hunter ve
ark.’nin meme kanseri riskiyle en fazla asosiasyon bildirdigi SNP rs1219648
olmustur. Raskin ve ark. kendi ¢aligma gruplarinda da degerlendirdikleri, Hunter ve
ark. meme kanseri riskiyle asosiasyon bildirdigi dort SNP ile (rs11200014,
rs2981579, rs1219648, rs2420946) Easton ve ark. asosiasyon bildirdigi
rs2981582°nin yliksek baglantt dengesizligi (LD) i¢inde oldugunu, dolayisiyla
aslinda her iki GWA calismasminin da ayni asosiasyonu buldugunu belirtmislerdir
(Raskin ve ark., 2008).

Caligmamizda biz de meme kanserli 31 olgu ve kanser tanisi bulunmayan benzer yas
araligindaki 30 kadin kontrol grubunda Easton ve Hunter’in meme kanserinde en
fazla asosiasyon bildirdigi sirastyla FGFR2 geni rs2981582, rs1219648 SNP’lerini
degerlendirerek, bu polimorfizmlerin meme kanserindeki etkisini belirlemeyi
amagladik.

Simdiye kadar FGFR2 geni polimorfizmleri ile meme kanseri riski asosiasyonunu
farkli populasyonlarda degerlendirilen ¢aligmalar ortaya konmustur. Yapilan

caligmalarda; Huijts ve ark., Hollanda populasyonunda rs2981582’yi ; Liang ve ark.
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Cin populasyonunda rs2981582 ve rs1219648’i; Raskin ve ark., Arap-Israillileri ve
Yahudi populasyonunda rs1219648’i; Kawase ve ark. Japon populasyonunda
rs2981582 ve rs1219648’yi; Rebbeck ve ark. Afrika-Amerikalilar1 ve Avrupa-
Amerikalilarinda rs2981582 ve rs1219648’i; Boyarskikh ve ark. Bati Sibirya Rus
populasyonunda rs2981582’yi; Garcia-Closas ve ark. yaptiklart multi etnik ¢alismaya
(Ispanya, Danimarka, Hollanda, Amerika, Isve¢, Finlandiya, Avustralya
populasyonlari) rs2981582’yi dahil etmislerdir.

Simdiye kadar farkli populasyonlarda FGFR2 geni SNP’leri ve meme kanseriyle
olan asosiasyonu degerlendirilmis olmasina ragmen, literatiirde Tiirk toplumuna ait
bu konuda bir ¢alisma bulunamamstir. Bizim ¢aligmamiz Tirk toplumunda yapilan
ilk ¢alismadir. Calismamiz sonucuda FGFR2 1s2981582 polimorfizminin genotip
dagilimi olgu grubunda, %19,4 (6/31) CC, %51,6 (16/31) CT, %29 (9/31) TT;
kontrol grubunda, %26,7 (8/30) CC, %40 (12/30) CT, %33,3 (10/30) TT
bulunmustur. FGFR2 rs2981582 i¢in meme kanserli hasta grubunda T allel frekans1
%40,32 (25/62); kontrol grubunda 936,67 (22/60) olarak bulunmustur. FGFR2
rs1219648 polimorfizminin genotip dagilimi olgu grubunda, %12,9 (4/31) AA,
%58,1 (18/31) AG, %29 (9/31) GG; kontrol grubunda, %30 (9/30) AA, %33,3
(10/30) AG, %36,7 (11/30) GG bulunmustur. FGFR2 rs1219648 i¢in meme kanserli
hasta grubunda G allel frekans1 %43,55 (27/62); kontrol grubunda %36,67 (22/60)
olarak bulunmustur. Calismamiza gére FGFR2 1s2981582 ve rs1219648 bizim olgu
grubumuzda meme kanseriyle asosiye goriinmemektedir (p>0.05). Bununla birlikte,
FGFR2 rs1219648 i¢in kontrol grubuna kiyasla (%33,3 AG; %36,67 G alleli) meme
kanserli olgu grubunda yiiksek frekansta %358,1 AG genotipi ve %43,55 G allel
frekans1 ve rs2981582 i¢in kontrol grubuna kiyasla (%40 CT; %36,67 T alleli) meme
kanserli olgu grubunda yiiksek frekansta %351,6 CT genotipi ve %40,32 T allel
frekans1 gozlenmis olup, bizim olgu grubumuzda FGFR2 152981582 CT genotipi ve
T allel frekansinin; rs1219648 AG genotipi ve G allel frekansinin meme kanseriyle
asosiye oldugu soOylenebilir, bu sonuglarin istatistiki olarak anlamli bulunmamasi
calismaya dahil olan birey sayisinin azligina baglanabilir.

Liang ve ark. 1049 meme kanserli, 1073 kanserli olmayan kontrol grubunda
yaptiklar1 ¢aligmada, rs2981582 C/T, rs1219648 A/G ve rs2420946 C/T varyant

genotiplerinin Cin populasyonunda yiiksek meme kanseri riskiyle asosiye oldugunu
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bulmuslardir. Liang ve ark. rs2981582 C/T polimorfizmi i¢in meme kanserli
olgularda %43,57 (447/1026) CC genotipi, %44,83 (460/1026) CT genotipi, %11,6
(119/1026) TT genotipi bulmus olup, %56,43 (579/1026) oraninda T allel frekansi
(TT+CT) saptamislardir. Kontrol grubunda ise sirasiyla CC %50,09 (517/1028), CT
%41,34  (439/1062), TT %8,57 (91/1062), T allel frekanst (TT+CT) %49,91
(530/1062) olarak bulunmustur (Liang ve ark., 2008).

rs1219648 A/G polimorfizmi icin meme kanseri olgularinda %31,81 (327/1028) AA
genotipi, % 50,29 (517/1028) AG genotipi, %17,90 (184/1028) GG genotipi
bulunmus olup, %68,19 (701/1028) oraninda G allel frekansi (AG+GG) tespit
etmislerdir. Kontrol grubunda ise bu oran sirasiyla %37,01 (393/1062) AA, %48,96
(520/1062) AG, %14,03 (149/1062) GG ve %62,99 G allel frekans1 (AG+GG) olarak
bulunmustur. Liang ve ark. calismasinda FGFR2 rs2981582, yabanil tip CC
genotipiyle kiyasla, yiiksek meme kanseri riskiyle asosiasyon gostermistir, ayni
sekilde rs1219648 AA genotipiyle kiyasla AG genotipi ve GG genotipinde ve
kombine AG/GG genotiplerinde anlamli derecede artmis risk gézlenmistir. Calisilan
tic SNP i¢in en yaygin olan CAC haplotipine gére TGT haplotipi 1,27 kat artmis
meme kanseri riskiyle asosiye bulunmustur. Artmis risk ER*/PR” ve premenopozal
olgularda daha fazla saptanmistir. (Liang J ve ark., 2008) Bizim ¢aligmamiz FGFR2
rs2981582 i¢in Liang ve ark., ¢aligmasiyla uyumlu bulunmazken; FGFR2 rs2981582
CT genotipi ve T allel frekansinin; rs1219648 AG genotipinin ve G allel frekansinin
olgu grubunda daha yiiksek bulunmasi itibariyle Liang ve ark. caligmasiyla
uyumludur.

Samson M. ve ark. 250 meme kanserli, 500 uygun yastaki kontrolle yaptiklar
calismada, CYP17 T34C ve FGFR2 C906T (rs2981582) polimorfizmlerinin Giiney
Hindistanli1 kadinlarda meme kanseri riskiyle asosiasyonunu arastirmiglardir. Bu
calismada Samson ve ark. FGFR2 C906T polimorfizmi i¢in, meme kanserli
olgularda %50,8 (127/250) CC/CC, %14 (35/250) TT/TT, %35,2 (88/250) CC/TT,
kontrollerde %52,2 (261/500) CC/CC, %12,6 (63/500) TT/TT, %35,2 (176/500)
CC/TT genotipi bulmuglardir. Bu ¢alismada FGFR2 C906T (rs2981582), batidaki
(Hunter, Easton) verilerle zit olarak meme kanseriyle asosiasyon gostermemistir.

(Samson M ve ark., 2009). Bizim bulgularimiz da direkt olarak rs2981582 TT
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genotipinin meme kanseriyle asosiasyon gostermemesi agisindan Samson ve ark. ile
uyumludur.

Boyarskikh ve ark. Rusya Federasyonu, Bat1 Sibirya’dan 766 meme kanserli olgu ve
665 kontrol grubuyla yaptiklar1 ¢aligmada, Easton ve ark. ¢alismasinda en anlamh
asosiasyonu gosteren 1s2981582 ve yine bu ¢aligmada meme kanseri riskiyle asosiye
ve en giiclii LD gosteren iki SNP (rs7895676, rs3135718) calismiglardir. Bu ii¢
SNP’ye ilave olarak Avrupa LD bloguna komsu olan 3’ ve 5’ uclardan dort SNP
daha se¢mislerdir. Bu ¢alismada Boyarskikh ve ark. rs2981582 i¢in Avrupa ve Asya
populasyonlarinin gosterdigi frekansin ortasinda bir frekans tespit etmislerdir. Buna
gore, rs2981582 icin meme kanserlilerde %32,3 (247/766) C/C, %16,5 (126/766)
T/T, %48,4 (371/766) C/T genotipi; kontrol grubunda % 42,7 (284/665) C/C, %10,7
(71/665) T/T, %41,1 (273/665) C/T genotipi tespit edilmistir. Boyarskikh ve ark.
calismalarinda FGFR2 geni intron 2’deki LD blogu i¢inde yer alan SNP’lerin Rusya
Bati  Sibirya’daki Rus bayanlarda meme kanseri riskiyle asosiye oldugunu
gostermisler, rs2981582 ve 1s3135718’in en fazla asosiasyonu gosterdigini
bildirmislerdir. Bizim sonuglarimiz Boyarskikh ve ark. ¢alismasiyla rs2981582 TT
genotipi acisindan uyum gostermemekle birlikte CT allelin meme kanserli olgularda
kontrolleden yiiksek olmasi acisindan uyumludur. Boyarskikh ve ark. FGFR2 geni
intron 2’de lokalize gercek sebep olan varyanti belirlemek icin ileri fonksiyonel
caligmalara ihtiya¢ oldugunu ve kompleks ozelliklerin varyasyonlarinin asil neden
varyant1 belirlemek icin Ruslar1 da igeren farkli populasyonlarda ¢aligma
yapilmasinin faydali oldugunun altin1 ¢izmislerdir (Boyarskikh ve ark., 2009).
Raskin ve ark. 1529 meme kanserli olgu, 1528 kontrolle yaptiklar1 calismada Hunter
ve ark. yaptigt GWA calismasinda meme kanseri riskiyle asosiye oldugu belirlenen
FGFR2 polimorfizmlerinin (rs11200014, rs2981579, rs1219648, rs2420946) israil
populasyonunda farkli etnik gruplardaki asosiasyonunu degerlendirmislerdir. Hunter
ve ark.’nin meme kanseri riskiyle en fazla asosiasyon bildirdigi rs1219648 i¢in,
Raskin ve ark.’nin c¢alismasinda Askenazi Yahudilerinde meme kanserli olgularda
%31,9 (233/729) AA, %20 (146/729) GG, %48 (350/729) AG; kontrol grubunda
%36,5 AA (250/685), %13,9 (95/685) GG, %49,6 (340/685) AG genotipi tespit
edilmistir. Sefardi Yahudilerinde aynt SNP i¢in meme kanserli olgularda %21,1
(70/332) AA, %31,9 (106/332) GG, %46,99 (156/332) AG; kontrol grubunda %28,4
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(112/395) AA, %24 (97/335) GG, %46,8 (185/395) AG genotipi gozlenmistir. Arap
Israillileri populasyonunda ise yine ayni SNP i¢in meme kanserli olgularda %27
(91/337) AA, %23,7 (80/337) GG, %49,3 (166/337) AG; kontrol grubunda %32,3
(107/331) AA, %22,96 (76/331) GG, %44,7 (148/331) AG genotipi gozlenmistir.
Raskin ve ark.’nin ¢aligmasi, arastirilan dort SNP ile post-menopozal meme kanseri
arasinda asosiasyon bildirmistir. Bu c¢alisma, Hunter ve ark. yaptigt GWA
calismasindaki bu giiclii ve bagmtili asosiasyonu dogrulamis ve sonuglar1 diger
populasyon gruplarina genisletmistir. FGFR2 Askenazi ve Sefardi Yahudilerinde bir
meme kanseri yatkinlik geni olarak belirtilmis ve Arap populasyonunda az bir risk
olusturdugu goézlenmistir (Raskin L ve ark., 2008). Bizim sonuglarimiz Raskin ve
ark.’nin Askenazi ve Sefardi Yahudilerinde bulduklari sonucun tersine rs1219648
AG genotipini ve G allel frekansini olgu grubunda daha yiiksek bulmamiz itibariyle
Raskin ve ark. calismasindan farklilik gostermekteyken, bu agidan Arap-israilli
populasyonunda bulduklariyla uyum gostermektedir.

Meme kanseri riski asosiasyonu sadece intronik sekanslarda sinirlandigindan, meme
kanseri gelisiminde FGFR2 katilmimnin  muhtemel mekanizmalar1 FGFR2
ekspresyonu ve alternatif splicinginin degisken regiilasyonudur. Birinci ve akla
yatkin hipotez, FGFR2’nin intron 2 boélgesinde pek cok transkripsiyon baglanma
bolgesinin varligina dayandirilmistir. FGFR2’nin alternatif splicingle olusan dokuz
farkli izoformunun anormal ekspresyonunun sinyal transdiiksiyonu aktive ettigi ve
meme kanseri hiicrelerinde transformasyona yol actig1 gosterilmistir (Raskin ve ark.,
2008). FGFR2 SNP’lerinin lokalize oldugu intron 2, yiiksek derecede korunmus
bolgeler icermektedir, dstrojen reseptoriiyle iliskili oldugu diisiiniilen bolgeleri de
icine alan transkripsiyon faktorii baglanma boélgeleri acisindan yogundur, bu da
hormon statiisiiniin bu SNP’ler ve meme kanseri riski arasindaki asosiasyonu
etkileyebilecegini akla getirmektedir (Carroll ve ark., 2006).

Yapilan bir meta-analiz rs1219648 ve rs2420946 i¢in postmenopozal kadinlarda
riskin anlamli derecede yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Bununla birlikte, sadece
Kawase ve ark. (Kawase ve ark., 2009) riskin her ii¢c SNP icin premenopozal
kadinlarda oldugunu bildirmistir. Ayni meta-analizde bu genetik faktorlerin ve
etkilerinin meme kanseri riskinde hormon-spesifik etkisinin degerlendirilebilmesi

i¢in premenopozal populasyonda ¢alismalar yapilmasi gerektigi belirtilmistir (Zhang
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ve ark., 2010). Bizim g¢alismamizda meme kanseri hasta grubunda premenopozal
birey sayist 11 (%35,48) iken, postmenopozal birey sayist 20 (%64,52)dir.
Premenopozal bireylerde FGFR2 geni genotiplerinin bulunma yiizdeleriyle,
postmenopozal bireylerde FGFR2 geni genotiplerinin bulunma yiizdeleri arasinda
istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Bununla birlikte,
rs2981582 TT genotipi bizim ¢alismamizda premenopozal meme kanserli olgularda
(%45,45), postmenopozal olgulardan (%20) daha yiiksek frekansta bulunmustur;
aksine rs1219648 AG genotipi postmenopozal meme kanserli olgularda (%65),
premenopozal olgulardan (%45,45) daha yiiksek frekansta bulunmustur, ¢alismamiz
bu acidan Raskin ve ark.’nin ¢alismasiyla da uyum gostermektedir.

FGFR2 meme tiimorlerinin %10-15’inde amplifiye ve overeksprese olur (Grose ve
ark., 2005; Moffa ve ark., 2007), insanda memeye ait epitelyal hiicreleri transforme
edebilir (Moffa ve ark., 2007) ve FGFR2 sinyalinin inhibisyonu, meme tiimor
hiicresi proliferasyonunu inhibe edebilir (Koziczak ve ark., 2004). FGFR2 en az bir
muhtemel ER-baglanma bolgesi igermektedir. Bu yiizden, MAPK sinyal
transdiiksiyon  yolagindaki genomik varyasyonun hormon maruziyetiyle
kombinasyonunun meme kanseri yatkinhigin1 etkileyebilmesi biyolojik olarak
olasidir. FGFR2, RAS, RAF, MEK ve ERK’yi i¢eren c-Myc, EIk1, c-Jun ve c-Fos
gibi Onemli kanser genlerinin diizenlenmesinden sorumlu olan MAPK sinyal
yolaginda gorev alir. MAPK sinyal transdiiksiyon, hiicresel regiilasyon i¢in kritik bir
yolaktir ve pek ¢ok hiicre tipinde Ostrojeni de igine alan pek ¢ok maruziyetle
uyarilabilir (Watters ve ark., 1997; Klinge ve ark., 2005). FGFR2 etkilerinin ER+ ve
PR+ tiimorlerde ER-, PR- tiimorlere gore daha fazla iligkili (Garcia-Closas M ve ark.,
2008) oldugu ve FGFR2’nin farkli meme kanseri alt tiplerinde farkli eksprese oldugu
bildirilmistir (Nordgard ve ark., 2007). FGFR2’nin Oct-1/Runx2 ve C/EBPf-
baglanma bdlgeleri, meme kanseri etiyolojisinde FGFR2 ekspresyonunun
fonksiyonel iligkisi i¢in bir agiklama olabilir (Rebbeck ve ark., 2009).

Rebbeck ve ark. 1225 Avrupali-Amerikan (EA=European-American) ve 584
Afrikali-Amerikan  (AA=African-American) kadina ait Orneklerle yaptiklart
populasyona dayali olgu-kontrol ¢alismasinda, FGFR2 ve MAP3KI genleriyle,
meme timor karakteristikleri ve hormona maruz kalma iliskisini arastirmislardir.

FGFR2 151219648 ve rs2981582 genotiplerinin meme kanseriyle sadece Avrupali-
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Amerikanlarda ER+, PR+ ve Her2/Neu negatif (HER2-) tiimoérlerde anlamli derecede
asosiye oldugunu bulmuslardir. Kombine hormon replasman tedavisiyle (CHRT),
FGFR2 rs1219648 genotipleri ve Avrupali-Amerikan kadinlardaki meme kanseri
riski arasinda etkilesim gozlemislerdir (Rebbeck ve ark., 2009).

Rebbeck ve ark. yaptiklar1 calismada FGFR2 rs1219648 icin G allel frekansin1 EA
meme kanserli olgularda %47, kontrollerde %43 oraninda bulmuslardir. rs2981582 T
allelini meme kanserli olgularda %47, kontrollerde %43 oraninda bulmuslardir.
FGFR2 rs2981582 i¢in T alleli Afrikali-Amerikan meme kanserli olgularda %46,
kontrollerde %52; rs1219648 icin G allel frekans1 meme kanserli olgularda %46,
kontrollerde %52 olarak bulunmustur. Bizim sonuglarimiz da rs2981582 i¢in T alleli
meme kanserli olgularda %40,32, kontrollerde %36,67; rs1219648 i¢in G allel
frekans1 meme kanserli olgularda %43,55, kontrollerde %36,67 bulunmasi itibariyle,
Rebbeck ve ark.’nin EA meme kanserli olgu sonuglariyla uyumludur.

Rebbeck ve ark. EA postmenopozal kadinlardaki sonuglarin aksine AA
postmenopozal kadinlarda FGFR2’nin etkisini gozlememislerdir (Rebbeck ve ark.,
2009).

Garcia-Closas ve ark. yaptiklart caligmada {i¢ basamakli bir GWAS’in son
zamanlarda bes lokusta (FGFR2, TNRC9, MAP3Kl1,8q24, LSP1) tanimladigi
SNP’lerle (Huijts ve ark., 2007) meme kanseri riskinin klinik olarak énemli timor
karakteristikleriyle olan asosiasyonunu 20 farkli ¢alismadan 23039 invazif meme
kanseri olgusu ve 26273 kontrolde degerlendirmislerdir. Caligmaya dahil edilen tiim
olgu ve kontrol grubu Avrupa ve Asya orjinli olmustur. FGFR2’deki rs2981582
Ostrojen reseptor pozitif (ER+) hastalikla, 6strojen reseptor negatif (ER-) hastaliktan
daha giiclii asosiasyon gostermistir (p<0,001). Yine bu SNP progesteron reseptor
pozitif (PR+), diisiik grade, nod pozitif timorlerle de en fazla asosiasyon gosteren
SNP olmustur (sirastyla p=10~, p=10%, p=0,013) (Garcia-Closas ve ark., 2008).
Liang ve ark. ¢aligmalarinda ER ve PR durumu bilinen 813 meme kanserli olgudan
364 (%44,8) olgu hem ER hem de PR pozititken, 292 (9%33,9)’si her ikisi i¢in de
negatiftir. Postmenopozal ve yash kadinlar, ER/PR™ meme kanseri hastasi olmaya
daha yatkin bulunmustur. (Liang J ve ark., 2008)

Samson ve ark. calismasinda C906T (rs2981582) polimorfizmi PR durumuyla

anlamli derecede asosiasyon gostermis olup, bu dururm Garcia-Glosas ve ark.
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calismasiyla zithik gostermektedir. Bununla birlikte, C906T polimorfizmi ve ER
durumu arasinda asosiasyon bulunmamistir (Samson M ve ark., 2009).

Calismamiza dahil olan meme kanseri hasta grubunda ostrojen reseptor (ER) pozitif
birey sayis1 20 (%64,52), 6strojen reseptor (ER) negatif birey sayis1 11 (%35,48)’dir;
progesteron reseptor (PR) pozitif birey sayisi 21 (%67,74), progesteron reseptor (PR)
negatif birey sayisi 10 (%32,26); c-erb-B2 (HER-2/neu) pozitif birey sayist 13
(%41,94), c-erb-B2 (HER-2/neu) negatif birey sayisi 18 (%58,1)dir. Bizim
calismamizda istatistiki olarak anlamli olmamakla birlikte meme kanserli olgularda
hem rs2981582 hem de rs1219648 i¢cin ER ve PR negatifligi (sirasiyla, TT genotipi
%45,5; GG genotipi %36,36), pozitiflikten (sirasiyla, TT genotipi %20; GG genotipi
%?25) daha yiiksek frekansta bulunmus, c-erb-B2 (HER-2/neu) i¢in herhangi bir
asosiasyon saptanmamigtir.

Caligmamizda meme kanseri hasta grubunda tiimor biiytikliigli TB<2cm olan birey
sayist 3 (%9,68), 2cm<TB<5cm olan birey sayist 19 (%61,3), TB>5cm olan birey
sayist ise 9 (%29)’dur. Tiimor biiyiikliikleriyle FGFR2 geni genotiplerinin bulunma
yiizdeleri arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).
Calismamizda tiimor biytikligli 2cm<TB<5cm ve TB>5cm olan meme kanserli
olgularda rs2981582 icin CT genotipi frekansi diger genotiplerden yiiksek olup
sirastyla %47,37 ve %66,67 olarak bulunmustur, TB<2cm olan olgularda bu oran
%33,33’tiir. 1s1219648 icin 2cm<TB<5cm ve TB>5cm olan meme kanserli olgularda
rs2981582 icin AG genotipi frekans: diger genotiplerden yiiksek olup sirasiyla %63,6
ve %355,56 olarak bulunmustur, TB<2cm olan olgularda bu oran %33,33 tiir.
Calismamizda meme kanseri hasta grubunda lenf nodu pozitif birey sayis1 22
(%70,97) iken, lenf nodu negatif birey sayist 9 (%29,03)’dur. Calismamizda
rs2981582 i¢in lenf nodu pozitif olgularda TT genotip frekanst %31,82 iken lenf
nodu negatif olgularda %22,22°dir; rs1219648 i¢in lenf nodu pozitif olgularda GG
genotip frekanst %36,36 iken lenf nodu negatif olgularda %11,11°dir. Literatiirde
yapilan diger calismalarda meme kanserinde timor biyiiklikleri ve lenf nodu
tutulumu ile FGFR2 polimorfizmleri asosiasyonunu bildiren ¢aligmaya
rastlanmamustir.

Kawase ve ark. 456 meme kanserli olgu ve 912 kontrolle yaptiklari ¢aligmada Easton

ve ark. meme kanseri i¢in anlamli risk faktorii olarak bildirdigi rs2981582 ve Hunter
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ve ark. meme kanseri riskiyle asosiasyon bildirdigi rs11200014, rs2981579,
rs1219648, 152420946 SNP’lerinin reprodiiktif ve g¢evresel risk faktorleri ile olan
etkilesimini degerlendirmislerdir. FGFR2 polimorfizmleri ile menars yas1 (p=0,019),
parite (p=0,026), ailevi meme kanseri Oykiisii (p=0,003) ile etkilesim bildirilirken,
alkol, sigara kullanimi, BMI, diizenli egzersiz, menopoz yasi, hormon kullanimi
arasinda anlamli bir iligki bulunamamisir. Kawase ve ark. ¢aligmasinda Japon
toplumunda meme kanseri riskiyle en fazla asosiasyon gosteren SNP %17,7
populasyon riskiyle 12420946 olmustur. Calismada rs1219648 icin meme kanserli
olgularda %37,1 (169/456) AA, %13,2 (60/456) GG, %49,8 (227/456) AG genotipi;
kontrollerde % 43,4 (396/912) AA, %10,96 (100/912) GG, %45,6 (416/912) AG
genotipi saptanmistir. 1s2981582 i¢in meme kanserli olgularda %48,5 (221/456) CC,
%09,2 (42/456) TT, %42,1 (192/456) CT genotipi; kontrollerde %55 (502/912) CC,
%6,9 (63/912) TT, %38,1 (347/912) CT genotipi saptanmistir (Kawase ve ark.,
2009).

Kawase ve ark.’in ¢aligmasinda meme kanserinde FGFR2 polimorfizmleri ile ailevi
meme kanseri Oykiisii (p=0,003) arasinda etkilesim bildirilmistir (Kawase ve ark.,
2009). Bizim ¢alismamizda meme kanseri hasta grubunda ailesinde meme kanseri
Oykiisii bulunan 8 (%25,81) birey mevcutken, bulunmayan 23 (%74,19) birey
mevcuttur. Ailesinde meme kanseri Oykiisii bulunan bireylerde FGFR2 geni
genotiplerinin bulunma yiizdeleriyle, ailesinde meme kanseri bulunmayan bireylerde
bu genotiplerinin bulunma ylizdeleri arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark
bulunmamastir (p>0.05).

Antoniou ve ark. tarafindan gergeklestirilen yogun katilimli, cok merkezli ¢galismada
10358 BRCA1 ve/veya BRCA2 mutasyon tasiyicisinda yapilan ¢alismada, GWA
caligmasinda meme kanseri riskiyle asosiasyon bildirilen FGFR2 rs2981582, TNRC9
rs3803662 ve MAP3K1 rs889312 arastirilmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda;
FGFR2 152981582, BRCA1 ve/veya BRCA2 mutasyon tasiyicilarinin kombine
orneklerinde meme kanseri riskiyle asosiasyon gostermistir. Bununla birlikte,
BRCA1 ve BRCAZ2 tasiyicilart ayr ayr analiz edildiginde, BRCAI tasiyicilarinda
asosiasyon gdzlenmezken, asosiasyon BRCA2 tastyicilarina  siirlanmistir
(Antoniou ve ark., 2008). Ileri GWA c¢alismalarinda BRCA1/BRCA2-negatif

ylksek-risk meme kanserini ve sporadik meme kanseri olgularin1 kontrol
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kohortlartyla karsilagtirma ¢aligmalart devam etmekte olup, bu calismalar da
kuskusuz yeni yatkinlik polimorfizmleri tanimlayacak, tanimlanan yatkinlik
polimorfizmlerinin ilave ve sinerjistik muhtemel etkileri arastirilabilecektir (Turnbull
ve Rahman 2008). Antoniou ve ark. ¢alismasinda oldugu gibi, FGFR2 SNP’leri gibi
yaygin diisiik penetransli meme kanseri yatkinlik SNP’leri, yiiksek, orta penetransl
risk allellerinin potansiyel modifiye edicileri olarak arastirilmalidir.

B7-H4, son zamanlarda tanimlananan T-hiicre aktivasyonu, sitokin sekresyonu ve
sitotoksitenin gelismesi i¢in negatif etki gosterdigi bildirilmis bir B7 ailesi tiyesidir.
(Sica ve ark., 2003; Choi ve ark., 2003). B7-H4’iin en profesyonel antijen sunucu
hiicreler tarafindan eksprese edildigi hem flow sitometrik analizler, hem de doku
immunohistokimyasal lokalizasyonla bulunmustur (Prasad ve ark., 2003; Zang ve
ark., 2003). Bununla birlikte, B7-H4 sadece aktif olan T lenfositlere baglanip
dinlenme halindeki T lenfositlere baglanmiyor gibi goriinmektedir ( Sica ve ark.,
2003; Zang ve ark., 2003). In vitro deneyler B7-H4’iin T-hiicre aktivasyonunu biiyiik
olgiide IL-2 iiretimini inhibe ederek bloke ettigini (Sica ve ark., 2003; Zang ve ark.,
2003) ve boliinme oranlarini azaltarak hiicre siklusuna giren hem CD4" hem de CD8"
T-hiicrelerin sayisini siirladigini gostermistir (Zang ve ark., 2003). Aksine, anti-B7-
H4 bloke eden antikorlarin T-hiicre proliferasyonunu ve IL-2 sekresyonunu artirdigi
gosterilmistir (Prasad ve ark., 2003). In vivo deneyler de, B7-H4’i{in konakg¢1 hiicre-
aracili immiinite inhibisyonundaki fonksiyonunu desteklemektedir (Sica ve ark.,
2003). Immiinomodiilatér fonksiyonlarina ek olarak B7-H4 proteininin meme
karsinomu (Tringler ve ark., 2005), ovaryan karsinom (Choi ve ark., 2003; Simon ve
ark., 2006), akciger karsinomunu (Choi ve ark., 2003) da i¢ine alan pek ¢ok malign
tiimorde overekspresse oldugu, normal dokularda ise ¢ok az ekspresse oldugu ya da
hi¢ ekspresse olmadig1 bulunmustur (Tringler ve ark., 2005; Sica ve ark., 2003; Choi
ve ark., 2003) ve epitelyal transformasyonu ilerletmede rol oynayabilir. B7-H4’{in
hemen hemen tiim meme duktal ve lobiiler karsinomlarinda yiiksek derecede
eksprese edildigi ve ekspresyon seviyesinin tiimor grade ve stage’inden bagimsiz
oldugu bulunmustur (Mugler ve ark., 2007).

Jiang ve ark. immunohistokimyasal metod kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, gastrik
kanser  Orneklerinin  %44,9’unda  B7-H4  ekspresyonu  gozlemlemislerdir.

Calismalarinda tek varyant (univariant) analizi, B7-H4 ekspresyonuyla yas, cinsiyet,
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histolojik tip, patolojik grade ve tiimdr boyutu arasinda korelasyon gostermemistir
fakat B7-H4 ekspresyonu kanser invazifligi ve lenf nodu metastaziyla korele
bulunmustur. Daha diisiik ekspresyonu olan hastalarin ortalama yasam siiresi, daha
ylksek ekspresyona sahip olanlardan 13 ay daha uzun olarak bulunmustur. Jiang ve
ark. calismalarinda, gastrik kanser hiicrelerindeki B7-H4 ekspresyonunun, hastalarin
kotii prognozuyla asosiye oldugunu bildirmislerdir (Jiang ve ark., 2010).

Awadallah ve ark. pankreatik duktal adenokarsinomlu (PDA) hastalarda yaptiklar
calismada, yeni bir kanser biomarkir1 olarak tanmimlanan B7-H4, ve p53
ekspresyonunu 36 PDA rezeksiyon Orneginde immunoperoksidaz yontemiyle
kiyaslamiglardir. 36 6rnegin 33’iinde (%92) B7-H4 pozitifligi saptarlarken, 30’ unda
(%83) p53 pozitifligi saptamislardir. Bu iki markirin PDA’nin tespiti i¢in potansiyel
diagnostik kullanim gosterdigini bildirmislerdir (Awadallah ve ark., 2008).
Krambeck ve ark. 259 renal hiicre karsinomu (RCC) fresh frozen timér 6rneginde
B7-H4 ekspresyonunu degerlendirmiglerdir. 153 RCC tiimor 6rnegi (%59,1) B7-H4
boyanmasi gostermis ve tiimor hiicresi B7-H4 ekspresyonu, tiimor nekrozu, artmis
timor biiylkligi, timor stage ve grade’i ile asosiasyon gostermistir. B7-H4
ekspresse eden tiimorleri olan hastalarin RCC nedenli 6liim ihtimalinin ii¢ kat daha
fazla oldugunu bildirmislerdir. Béylece B7-H4’iin, RCC hastalarinda faydali bir
prognostik faktor olabilecegi sonucuna varmiglardir (Krambeck ve ark., 2006).

Sen ve ark. caligmalarin1 70 hastanin hiicre hatt1 ve tiimor 6rneginden kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanserinde (NSCLC) gerceklestirmislerdir. Caligilan alt1 hiicre
hattindan bir tanesinde B7-H4 ekspresyonu gergeklesmis ve bu hiicre hattinda bir
alternatif splicinge ugramis form kesfedilmistir. Timoér Orneklerinde B7-H4
ekspresyonu hem hiicre membrant hem de stoplazmada ger¢eklesmis, 6rneklerin
%43’ B7-H4 ekspresyonu gostermistir. B7-H4 eksprese eden tiimor dokularinda T
infiltre eden lenfoid hiicreler (TILs) etmeyenlerden daha diisiik seviyede
bulunmustur. B7-H4 ekspresyonu lenf nodu metastaz1 pozitif olgularda anlaml
derecede daha yaygin gozlenmistir. Bu gozlemler B7-H4’iin NSCLC hastalarinda
immun disfonksiyonu ve tiimor progresyonuna etki ettigini akla getirmistir. B7-
H4’iin tan1 ve terapide 6nemli olabilecegi diisiiniilmiistiir (Sun ve ark., 2006).

Mugler ve ark.,, meme patolojisinde B7-H4 ekspresyonu ve tiimoér T hiicre

infiltrasyonu korelasyonunu arastirmak tizere yaptiklari 140 hastada formalinle fiske
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edilmis cesitli doku 6rnekleriyle yaptiklar1 ¢alismada, B7-H4, CD3 ve CDS icin
immunohistokimyasal boyama gergeklestirilmistir. B7-H4 pozitif hiicrelerin
boyanma yogunlugu oraniyla CD3+ ve CD8+ TILs (p<0,05) arasinda ters bir
asosiasyon bulunmustur. Calismada tiim ILC ve mediiller karsinom olgular1 B7-H4
icin pozitif bulunmustur. Bu calismanin sonucu normal meme bening lezyonlar,
potansiyel premalign lezyonlar ve in situ karsinomlarla kiyasla B7-H4’{in invazif
meme kanserlerin ¢ogunda overekspresse oldugunu ve B7-H4 overekspresyonunun
CD3+ ve CD8+ sitotoksik/supresor tiimor infiltre eden T hiicreleri (TILs) nin
infiltrasyonunu suprese ederek tlimorleri immiin denetimden korumak ig¢in bir rol
oynayabilecegi hipotezini dogrulamistir (Mugler ve ark., 2007).

Salcada ve ark. meme, over doku ve hiicre hatti 6rnekleriyle yaptiklar1 ¢alismada
tiimor orneklerini gesitli ticari kaynaklardan saglamuslardir. Insan kanserlerinde
upregiile edilen genler i¢in genomik ve molekiiler biyoloji araglart kullanarak
yaptiklar1 aragtirma sirasinda B7-H4 mRNA’sinin ser6z ovaryan kanserlerde ve
meme kanserlerinin bir ¢ogunda overekspresse olurken, normal dokularin pek ¢ok
tiirlinde ¢ok az ekspresse oldugu veya hic¢ ekspresse olmadigini kesfetmislerdir. B7-
H4’e kars1 bir monoklonal antikorla yapilan Western Blot, B7-H4 proteininin bu
mRNA dagilimin1  yansitmistir.  Bu veriyle uyumlu olarak, meme duktal
adenokarsinomu ve serdz ovaryan kanserde yogun hiicre yiizeyi ve stoplazmik
boyanma gozlenmis, normal ovaryumda hi¢ boyanma gozlenmemis, normal meme
epitelyumunda diisiik seviyede apikal boyanma gozlenmistir (Salceda ve ark., 2005).
Salceda ve ark. calismalarinda bu bulgular1 immunohistokimyasal yontemle de
dogrulamiglardir. B7-H4 ekspresyonu serdz ovaryan kanserde gozlenirken, miisin6z
veya diisiik malignant potansiyelli kanserlerde gézlenmemistir. Bu ¢calismada B7-H4
mRNA’s1 ve proteini farkli histolojik alt tiplerdeki meme kanserlerinin ¢ogunda
overekspresyon gosterirken, normal meme dokusunda anlamli derecede diisiik
seviyede B7-H4 tespit edilmistir. B7-H4 mRNA ekspresyonu QPCR kullanilarak 190
mRNA o6rneginde yapilan ¢alismada duktal ve lobiiler meme adenokarsinomlarinin
%100’tinde olmak {izere normal meme Orneklerine oranla iki kat fazla
overekspresyon gozlenmistir. Papiller ser6z adenokarsinomlarin %88’1 olmak iizere
normal ovaryan dokulardan iki kat daha fazla overekspresyon gdosterirken, diger

ovaryan kanser alt tipleri yiiksek B7-H4 ekspresyonu gdstermemistir. Yapilan bu
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calismada 13 diger kanser tiirii dokulari, normal komsu dokular gibi davranis
gostermis, uterus endometrial kanseri (%4) hari¢ digerleri anlamli bir B7-H4 mRNA
ekspresyonu gostermemistir. B7-H4’lin normal immun hiicrelerde indiiklenebilir bir
ekspresyon goOstermesine karsin, ovaryan ve meme kanser hiicrelerinde dogal
ekspresse oluyor goziikmesindeki mekanizma ilgi g¢ekicidir. Ovaryan ve meme
kanserinin progresyonu boyunca, tiimor epitelyal hiicrelerinde aktive olan sinyal
yolaklarinin B7-H4 mRNA ve proteininin konstitiitif ekspresyonuna yol acabilecegi
distiniilmistir. Bu sinyallerin B-katenin, Ras veya Her2, EGF, HGF ve FGF
reseptorleri gibi bu kanserlerin gelisimi ve progresyonunda rol oynayan sinyallerin
katilimimi da igerebilecegi belirtilmistir (Salceda ve ark., 2005; Aunoble ve ark.,
2000; Wu ve ark., 2001).

Tringler ve ark. yaptiklart immunohistokimyasal c¢alismada, primer meme
kanserlerinin %95,4’linde (173 6rnegin 165’inde), metastatik meme kanserlerinin
%97,6’simnda (246 Ornegin 240’inda) B7-H4 tespit etmislerdir. B7-H4 boyanma
yogunlugunun invazif duktal ve lobililer karsinomlarda normal meme
epitelyumundan ¢ok fazla oldugunu belirtmislerdir. Artan boyanma yogunlugu,
negatif PR durumuyla (p=0.014) ve neoadjuvan kemoterapi hikayesiyle (p=0,004)
asosiasyon gostermis, B7-H4 pozitif hiicrelerin orani negatif PR durumu ile
(p=0,001) ve negatif HER-2/neu (p=0,024) durumuyla asosiasyon gostermistir.
Bununla birlikte, B7-H4 pozitif hiicreler veya boyanma yogunluguyla tiimor grade,
stage ve diger klinopatolojik degiskenler arasinda istatistiki olarak anlamli bir iliski
bulunamamaistir (Tringler ve ark., 2005).

Literatiirde B7-H4 geninin ¢esitli kanserlerdeki overekspresyonunu bildiren patolojik
caligmalar olmasina ragmen iilkemizde meme kanserinde veya diger kanserlerde B7-
H4 ekspresyonu bildiren ¢aligma bildigimiz kadariyla bulunmamaktadir.

Bizim ¢alismamizda Zhang ve ark.’da c¢alistiklar1 B7-H4 geni rs10754339,
rs10801935 ve 1s3738414 SNP’lerinin  meme Kkanseriyle asosiasyonunun
degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismamizda B7-H4 rs10754339 polimorfizminin
genotip dagilimi olgu grubunda, %77,4 (24/31) AA, %19,4 (6/31) AG, % 3,2 (1/31)
GG; kontrol grubunda, %86,7 (26/30) AA, %10 (3/30) AG, %3,3 (1/30) GG
bulunmustur. B7-H4 rs10801935 polimorfizminin genotip dagilimi olgu grubunda,
% 35,5 (11/31) AA, %51,6 (16/31) AC, %12,9 (4/31) CC; kontrol grubunda, %26,7
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(8/30) AA, %43,3 (13/30) AC, %30 (9/30) CC bulunmustur. B7-H4 rs3738414
polimorfizminin genotip dagilimi olgu grubunda, %9,7 (3/31) AA, %45,2 (14/31)
AG, %45,2 (14/31) GG; kontrol grubunda %3,3 (1/30) AA, %20 (6/30) AG, %76,7
(23/30) GG bulunmustur.

Zhang ve ark. calismasinda istatistiki sonuglar, rs10754339, rs10801935,
rs3738414°deki genotip ve allel dagilimlarinin istatistiki olarak anlamli farkliliklar
oldugunu gostermistir. Zhang ve ark. g¢alismalarinda B7-H4’lin {i¢ potansiyel
fonksiyonel polimorfizmi olan rs10754339, rs10801935 ve rs3738414’{ segmisler ve
ilk kez bu SNP’lerin Han Cinli kadinlarindaki meme kanseri risk ve prognozundaki
asosiasyonunu saptamiglardir (Zhang ve ark., 2009). Bu c¢alisma, bu konuyla ilgili
literatiirde de mevcut olan ilk ve tek caligmadir. Bildigimiz kadariyla bizim
calismamiz da Zhang ve ark. sonra meme kanserinde B7-H4 geni polimorfizmlerini
arastiran ikinci ¢alismadir.

Zhang ve ark.’nin c¢aligmasinin sonuglari, bu ti¢ SNP’nin baz1 allel, genotip ve
haplotiplerinin  meme kanseri risk ve prognozuyla asosiye oldugunu ortaya
koymustur. Bu sonuclara gore rs10754339 icin AG genotipi ve G alleli olan
kadinlarin yiiksek meme kanseri riski tagimalarinin olast olmasi (OR=1,455,
OR=1,325), rs10754339 G allelinin meme kanserinde riskli bir rol oynayabilecegini
gostermektedir. 3’UTR gen ekspresyonunu pek ¢ok farkli seviyede diizenleyebilir ve
3’UTR’nin cis-etkileyici elemanlar: stabilite, degredasyon ve mRNA’nin subseliiler
lokalizasyonunu diizenlemektedir (Mignone ve ark., 2002; Chen ve ark., 2006;
Zhang ve ark., 2009). Bu yiizden ekzonik splicing enhansir (ESE=exonic splicing
enhancer) tlizerinde lokalize olmus rs10754339 bu mekanizmayla mRNA {iretimini
diizenliyor olabilir ve G alleli artmis B7-H4 ekspresyonuyla asosiasyon gosteriyor
olabilir ve boylece meme kanseri yatkinligini etkiliyor olabilir. Ek olarak, ¢ogu doku
~2kb ve ~800kb olan iki tip B7-H4 transkripti igerir. Daha biiyiik olan majordiir ve
aralarindaki fark, kiiclik olanin 3’UTR’si kismen splicinge ugramistir (Choi ve ark.,
2003). rs10754339, farkl tipte B7-H4 transkriptlerinin olusumu ve ekspresyonunda
rol oynuyor olabilir. Bizim ¢aligmamizda da istatistiki olarak anlamli olmamakla

birlikte (p>0.05) Zhang ve ark. ¢aligmasiyla uyumlu olarak meme kanserli olgu

grubunda rs10754339 AG genotipi (%19,4) ve G allel frekansi (%22,58), kontrol
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grubundan (sirastyla %10 ve %13,33) yiiksek bulunmustur. Bizim ¢alismamiz GG
genotipi agisindan asosiasyon géstermemistir.

Rs10801935 i¢in CC genotipi olan kadinlarin daha diisiik meme kanseri riskine sahip
olma durumunun muhtemel olmasi (OR=0,328), intron 1’deki rs10801935 CC
genotipinin meme kanserinde koruyucu bir faktdr olabilecegini gostermektedir
(Zhang ve ark., 2009). Bilindigi gibi, insan gen ekspresyonu, intron sekanslarinin
ozellikle de pek c¢ok regiilator ve splicing kontrol elemanlarini1 igeren intron 1’in
varligiyla diizenlenen transkripsiyon kontroliine ihtiya¢ duyar (Gazave ve ark., 2007;
Majewski ve Ott, 2002). Intronlarda olusan mutasyonlar, splice bolgelerinin, splicing
enhansirlarin  (artiricilarin),  silencerlarin  (susturucularin)  bozulmast  veya
transkripsiyonel korunmaya sebep olan pre-mRNA sekonder yapisinin degismesi
nedeniyle anormal splicingi indiikleyebilirler (Baralle ve Baralle, 2005; Braddock ve
ark., 1994; Balvay ve ark., 1993). Pre-mRNA sekonder yapisinda degisim
farzedilirse, rs10801935 B7-H4 translasyonel verimliligini anormal splicinge neden
olarak etkiliyor olabilir ve CC genotipi B7-H4 ekspresyonunu down-regiile ederek,
meme kanseri riskini azaltiyor olabilir (Zhang ve ark., 2009). Bizim ¢alismamizda
Zhang ve ark. ¢aligmasiyla en fazla paralellik gosteren SNP rs10801935 olmustur.
Istatistiki olarak anlamli olmamakla birlikte, meme kanserli olgu grubunda Zhang ve
ark. calismasiyla uyumlu olarak AA ve AG genotip frekansi (sirasiyla %35,5, %51,6)
kontrol grubundan (sirastyla %26,7, %43,3) yiiksek bulunmus; CC genotipi frekansi
ise meme kanserli olgu grubunda (%12,9) kontrol grubundan (%30) daha diisiik
bulunmustur.

rs3738414°nin AA genotipi ve A allelinin, bu allellere sahip olan kadinlarin meme
kanserine yakalanma riskinin daha az muhtemel oldugunu diisiindiirmesi
(OR=0,412) rs3738414’iin A allelinin meme kanserinde potansiyel bir koruyucu
etkisi olabilecegini gostermektedir (Zhang ve ark., 2009). Uzerinde regiilator
faktorlerin  DNA baglanma bolgesi bulunan 5’UTR, post-transkripsiyonel
modifikasyon ve translasyon etkinliginde Onemlidir (Mignone ve ark., 2002).
Pupasview software (Ma ve ark., 2009) kullanarak, rs3738414’iin ESE iizerinde
lokalize oldugu farzedilmistir ve belkide rs3738414’lin mutasyonu protein baglama
paternini degistirip, daha sonra da B7-H4 ekspresyonunu etkilemektedir. Sonug

olarak, rs3738414 A alleli B7-H4 ekspresyonunu azaltarak meme kanseri yatkinligini
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azaltiyor olabilir (Zhang ve ark., 2009). Bizim ¢alismamizda rs3738414 i¢in Zhang
ve ark. calismasina tam ters olarak AA ve AG genotip frekans1t meme kanserli olgu
grubunda (sirasiyla %9,7, %45,2) kontrol grubundan (sirasityla %3,3, %20) daha
ylksek bulunmustur. Yine GG genotipi frekansi Zhang ve ark. ¢alismasina tam ters
olarak meme kanseri olgu grubunda (%45,2) kontrol grubundan (%76,7) daha diisiik
frekansta bulunmustur. Bu durum Tiirk toplumunun bu SNP acisindan farkli bir
pattern gdsteriyor olabilecegi varsayimiyla agiklanabilir. Bu durumu dogrulamak i¢in
hem farkli toplumlarda, hem de Tiirk toplumunda yapilacak yeni ¢alismalara ihtiyag
vardir.

Zhang ve ark.’nin B7-H4 polimorfizmleri ve klinik 6zellikler arasindaki asosiasyon
analizine gore, rs10754339 GG genotipi lenf nodu metastazi ve PR durumuyla
anlamli derecede asosiye bulunurken, G alleli ve AG genotipi sirasiyla lenf nodu
metastaz1 ve ER durumuyla asosiye bulunmusur. Bizim ¢alismamizda ise GG ve AG
genotipi Zhang ve ark., uyumlu olarak sadece lenf nodu metastaz1 agisindan
asosiasyon goOstermistir. Bununla birlikte Zhang ve ark. calismasinda, diger iki
SNP’nin klinopatolojik 6zelliklerle baglantis1 olmadigi bulunmustur (Zhang ve ark.,
2009). Bizim ¢alismamizda istatistiki olarak anlamli olmamakla birlikte, rs10801935,
ER ve PR pozitifligiyle asosiasyon gostermektedir; ER pozitif olgularda AA genotip
frekans1 (%45) ER negatif olgulardan (%18,2) yiiksek bulunurken; yine PR pozitif
olgularda AA genotip frekansi (%42,86), PR negatif olgulardan (%20) yiiksek
bulunmustur. Ayrica rs3738414 i¢in GG genotipi PR, c-erb-B2 (HER-2/neu) ve lenf
nodu tutulumu pozitif olgularda daha yiiksek frekans gostermekle birlikte, bu durum
istatistiki olarak anlamli degildir ve GG genotipi bizim ¢alismamizda olgu grubunda
degil, kontrol grubunda yiiksek frekansta bulundugu i¢in, anlamsiz olarak
diistiniilmiistiir. Lenf nodu tutulumu, ER ve PR durumu, meme kanserli olgularin
uzun-dénem survilerini tahmin etmede Onemlidir. Lenf nodu metastaz1 pozitif
olgular daha yiiksek mortaliteye sahipken (Soerjomataram ve ark., 2008), steroid
hormon reseptorleri, endokrin tedavisinin prediktif markerlar1 olarak degerlidir
(Rakha ve ark., 2007).

Calisgmamizda meme kanseri hasta grubunda B7-H4 rs10801935 icin premenopozal

olgularda AC genotipi frekans1 (%36,36) postmenopozal olgulardaki frekanstan
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(%60) diisiik bulunmustur. Zhang ve ark. calismasinda bu durumla ilgili bilgi
bulunmamaktadir.

Zhang ve ark. rs10754339’un, meme kanserinin prognozunu tahmin etmek i¢in
anlamli olabilecegini diistinmiislerdir. Zhang ve ark. ayrica, B7-H4 geni ve meme
kanseri assiasyonunu haplotip analiziyle de dogrulamiglardir. Sonuglara gére, AAA
haplotipi anlamli derecede azalmig meme kanseri riski gosterirken, GAG haplotipi
tam ters durum gostermistir (OR=0,689, OR=1,511). Detaylandirilirsa, AAA
haplotipi meme kanserinde koruyucu bir faktér olarak goriiniirken, GAG haplotipi
bir risk faktorii olabilir. AAA ve GCG haplotiplerinin klinik 6zelliklerle
korelasyonlari bulunmustur. Zhang ve ark.’na gore bu haplotipler meme kanseri
olgularinin siirvisinde degerli prognostik faktorler olabilir (Zhang ve ark., 2009).
Zhang ve ark.’nin 500 meme kanserli olgu ve 504 kontrolden olusan ¢alismasinda
B7-H4 geni polimorfizmlerinin Han Cinli kadinlarinda bireysel meme kanseri riskini
ve prognozunu etkileyebilecegi gozlemlenmis; calismalari, insan B7-H4 geninin
meme kanserine katilimi i¢in ilk bulgu saglayan calisma olmustur (Zhang ve ark.,
2009).

Calismamizda FGFR2 geni rs1219648, rs2981582 ve B7-H4 geni rs10754339,
rs10801935 ve rs3738414 SNP’lerinin meme kanserindeki etki ve asosiasyonlarinin
degerlendirilmesi amaglanmigtir. Calisma gruplarimizda ileriki ¢aligmalarda bu
polimorfizmlerle birlikte, literatiirdeki genome-wide asosiasyon calismalarinda yer
alan ve meme kanseriyle asosiasyonu bildirilen FGFR2, TNRC9, MAP3K1, 8q24,
LSP1 gibi gen ve lokuslarda bulunan diger SNP’lerin taranmasi, bu konuda degerli

bilgiler elde edilmesine katki saglayabilecektir.
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5. SONUC

FGFR2’deki genetik varyasyon populasyon seviyesinde meme kanserine yatkinligin
onemli bir markeridir fakat klinik faydasi heniiz incelenmemistir. BRCA1, BRCA2,
PTEN, p53’le bilinen yatkinlik allelleriyle muhtemelen CHECK2 ve FGFR2
polimorfizmleri diger marker panelleriyle birlikte klinik olarak 6nceden tahmin
degerine sahip olabilir ve yiiksek penetransl risk allellerinin potansiyel modifiye
edicileri olarak arastirilmalidir. B7-H4 geni farkli kanserlerde yiiksek ekspresyon
gosteren bir gen olmakla birlikte bu gen i¢in yapilan tek bir polimorfizm ¢aligmasi
bulunmaktadir ve bu calisma da meme kanseri aragtirmasidir. Yapilan ¢alisma
sonucu bu polimorfizmlerin  meme kanseriyle ilgili etkileri olabilecegi
distintilmtistir. B7-H4 geni polimorfizmlerinin meme kanseri dahil, yliksek
ekspresyon goriilen diger kanser tiirlerinde de calisiimasi gereklidir ve ozellikle
kadinlarda en fazla goriilen kanser olmasi nedeniyle, bu polimorfizmlerin meme
kanserindeki olasi etkilerinin daha fazla ¢aligmayla desteklenmesi gerekmektedir.
Bizim c¢alismamiz Tiirk toplumunda, meme kanserinde FGFR2 ve B7-H4
polimorfizmlerini  degerlendiren ilk ¢alismadir, bu polimorfizmlerin bizim
toplumumuzdaki prevalansinin ortaya konulmasi i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasina

ithtiyag vardir.
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OZET

Meme Kanserinde FGFR2 ve B7-H4 Geni Polimorfizmlerinin ve Etkilerinin
Arastirilmasi

Meme kanseri kadin saglig1 acisindan ¢oziilmesi gereken baslica sorunlardan biridir.
Ulkemizde kadinlarda gériilen kanserlerin yaklasik olarak 1/4’iinii meme kanserleri
olusturmaktadir.
FGFR2, RTK’larin FGFR ailesinin bir tyesidir. FGF-reseptorleri, hiicre
proliferasyonu, farklilagsma, migrasyon ve hiicresel homeostasinin korunmasi gibi
pek c¢ok hiicresel prosesin kontroliinde onemli bir rol oynar. FGFR2, meme
kanserinde amplifiye ve overekspresse olmaktadir. FGFR2’nin alternatif splicinge
ugramis izoformlarinin anormal ekspresyonu sinyal transdiiksiyonla meme kanseri
hiicrelerini  transforme etmektedir. Son yillarda, bazi yayinlar FGFR2
polimorfizminin meme kanseri riskindeki roliinii bildirmistir. Asosiasyon intron 2’yi
kapsayan baglant1 dengesizligi (LD) blogu i¢inde bulunan SNP’lerle sinirlanmigtir ve
ic polimorfik varyant (rs1219648, rs2420946  ve rs2981582) bilimsel camiada
arastirma odag1 olmustur. Yapilan ¢alismalardan bazilar1 bu ii¢ polimorfizmin meme
kanseri riski gelistirmede risk faktorii oldugunu gosterirken, bazilar1 asosiasyon
bildirmemistir.
B7-H4, T hiicre aktivasyonuna ko-inhibitdér sinyal saglayan, T hiicre
proliferasyonunu, sitokin sekresyonunu, sitotoksitenin gelisimini kisitlayabilen, B7
ailesinin son zamanlarda tanimlanmis bir iiyesidir. B7-H4’{in hemen hemen tiim
meme duktal ve lobiiler karsinomlarinda yiiksek derecede eksprese edildigi
belirlenmistir.  Yiiksek seviyede B7-H4 overekspresyonu meme karsinogenezinde
¢ok erken olusuyor gibi goriinmektedir. Yapilan bir c¢alismada, B7-H4 geni
UTR’lerinde ve intron 1°de {i¢ polimorfizm (rs10754339, rs10801935 ve rs3738414)
tespit edilmis ve Cin’in kuzeydogusundaki Han Cinlileri populasyonunda B7-H4
polimorfizmleri ile meme kanseri riski arasinda asosiasyon saptamistir
Bizim ¢aligmamizda meme kanserli 31 kadin ve kanser tanis1 bulunmayan benzer yas
araligindaki 30 saglikli kadindan olusan kontrol grubunda FGFR2 geni rs1219648,
rs2981582 SNP’leri dizi analizi, B7-H4 geni rs10754339, rs10801935 ve rs3738414
SNP’leri PCR-RFLP yontemiyle calisilarak, meme kanseriyle bu SNP’lerin

asosiasyonunun degerlendirilmesi amaglanmustir.
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Calsmamizda istatistiki olarak anlamli olmamakla birlikte FGFR2 heterozigot
polimorfizmleri meme kanserli grupta, kontrol grubundan daha yiiksek frekansta
tespit edilmis; B7-H4 rs10801935 polimorfizminin AA ve AG genotip dagilimlar
meme kanserli grupta daha yiiksek frekansta bulunmustur. B7-H4 rs3738414
polimorfizmi GG genotipi, Onceki calismanin sonuglarinin tersine  bizim
calismamizda kontrol grubunda olgu grubundan daha yiiksek frekansta bulunmustur
ve sonug istatistiki olarak anlamlidir. Sonuglarimizin dogrulanmasi igin Tiirk

toplumunda bu konuda yapilacak yeni ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Sozciikler: FGFR2, B7-H4, Polimorfizm, Meme Kanseri
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SUMMARY

Investigating FGFR2 and B7-H4 Gene Polymorphisms and Their Effects in
Breast Cancer

Breast cancer is one of the problems needed to be solved in women health. In our
country Y4 of cancers in women is breast cancer.
FGFR2 is a member of the FGFR family of RTKs. FGF-receptors play an important
role in the control of diverse cellular processes including cell proliferation,
differentiation, migration, and maintenance of cellular homeostasis. FGFR2 is
amplified and overexpressed in breast cancer. Abnormal expression of FGFR2
alternatively spliced isoforms transforms breast cancer cells by signal transduction.
In recent years, some publications have reported the role of FGFR2 polymorphism
in breast cancer risk. The association is restricted to SNPs in the linkage
disequilibrium (LD) block covering intron 2 and three polymorphic variants
(rs1219648, rs2420946, and rs2981582) have been the research focus in scientific
community. Some of the studies performed showed that these three polymorphisms
were risk factors for developing breast cancer risk, whereas the others showed no
such association.
B7-H4 is a recently identified member of B7 family which provides co—inhibitor for
T cell activation, restricts T cell proliferation, cytokine secretion and cytotoxicity
development. B7-H4 is reported to be highly expressed in almost all breast ductal
and lobular carcinomas. High levels of B7-H4 overexpression seems to occur early
in breast carcinogenesis. In a study performed, three polymorphisms (rs10754339,
rs10801935 ve rs3738414) in UTRs and intron 1 of B7-H4 gene were detected and in
the northeast of China in Chinese Han population, an association was detected
between B7-H4 polymorphisms and breast cancer risk.
In our study, FGFR2 gene rs1219648, rs2981582 SNPs were studied by sequence
analysis and B7-H4 gene rs10754339, rs10801935 ve rs3738414 SNPs were studied
by PCR-RFLP method in 31 women with breast cancer and in the control group
including 30 women without cancer diagnosis in the similar age interval and

association betweeen these SNPs and breast cancer were aimed to be evaluated.
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Although statistically not important, the frequency of FGFR2 heterozygous
polymorphisms in the group with breast cancer were detected to be higher; B7-H4
rs10801935 polymorphism AA and AG genotype distributions were found in higher
frequencies in the group with breast cancer. In contrast to the results of the previous
study, in our study B7-H4 rs3738414 polymorphism GG genotype was found to be in
higher frequency in the control group than the case group and the result was
statistically significant.

In order to verify our results, new studies about this subject in Turkish population are

needed to be performed.

Keywords: FGFR2, B7-H4, Polymorphism, Breast Cancer
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