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OZET

T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Meme Kanserli Kadinlarda TTK Gen Ekspresyonunun Onemi
Evrim SIMSEK
Tibbi Genetik Anabilim Dali

YUKSEK LISANS TEZi / KONYA-2017

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir. Meme kanserleri etyolojisinde;
cinsiyet, yas, irk, erken menars, ge¢ menapoz, ilk hamilelik yasi, genetik yatkinlik degistirilemeyen;
sigara, alkol, obezite, fiziksel inaktivite, hormon replasman tedavisi ise degistirilebilen faktorler
arasinda yer almaktadir. Meme kanseri; karakteristik molekiiler 6zellikleri, prognoz ve tedaviye
yanitlarina gore heterojen gruplar olusturmaktadir.

Son yillarda yapilan g¢alismalarda, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde meydana gelen
hasarlarin, meme kanseri ve diger kanserlerin olusmasindaki dnemi vurgulanmaktadir. Hiicre dongiisii
biri G2/M gegisi, bir digeri S fazina girmeden onceki ge¢ G1 fazinin da dahil oldugu nokta ve M
kontrol noktas1 olmak lizere farkli agamalarda denetlenmektedir. Bu denetim noktalarinin her birinde,
ilgili proteinlerce dongiiniin ilerlemesine veya durmasina karar verilmektedir. Bu kararlarin
verilmesinin kontrolii, hedef proteinleri secip fosforilize eden bir enzim ailesinden olan protein
kinazlar ve hiicre dongiisiiniin iglerligini kontrol eden siklin proteinleri tarafindan yapilmaktadir.
Hiicre dongiistiniin diizenlenmesinde meydana gelen aksakliklar, meme kanseri ve diger kanserlerin
olusmasinda baslica nedenler arasinda gosterilmektedir. Meme kanserlerinde normal meme dokusuna
gore daha fazla bulunan TTK geni (human protein kinase monopolar spindle 1 geni) ¢ift fonksiyonlu
kinaz ailesinden olup serine/thronine ve tirozin kinaz aktivitesi tagimaktadir.

Gilintimiizde; meme kanseri alt gruplarini, buna bagli prognoz ve tedavi alacak hastalari
belirlemede kullanilmaya baglanan genetik bilgiler, gelecekte meme kanserli hastalardaki molekiiler
olarak tarif edilen alt gruplari i¢in hedefe yonelik gelistirilecek ilaglarla tedaviler gerceklestirebilecegi
ve artmig TTK gen ekspresyonunun inhibisyonu ile meme kanserinin tedavisi {izerindeki ¢aligmalarda
devam etmektedir.

Bu ¢alismada da, TTK geninin meme kanseri tanisi konan kadin hastalarin, normal doku ve
tiimorlii doku ekspresyon miktarlarina bakildi. Preparatlardan 1sik mikroskopu ile normal ve tiimorli
dokular igaretlendi. Parafin bloklardan kesitler alinarak RNA izolasyonu ve RT-PCR analizi yapildi.

Arastirmamiz 30 meme kanserli kadin hasta iizerinde yiiriitildii. Ayni hastanin, normal
meme dokusu ile tiimérlii meme dokusunda ekspre olan TTK gen miktarina bakild. Istatiksel olarak
timorlii dokuda ekspresyon miktart normal dokuya gore daha fazla bulundu. Dolayisiyla meme
kanseri iizerinde etkileri arastirilan TTK geninin, inhibisyonu yeni tedavi yaklagimlarinda rol
oynayabilecegi sonucuna varildi. Ayrica aragtirmamiz ¢ok az miktarda yaymlanmis caligmalarla
benzer nitelikte olup literatiirii desteklemektedir.

Anahtar sozciikler: Meme Kanseri, TTK Gen Ekspresyonu, RT-PCR
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ABSTRACT

T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Meme Kanserli Kadinlarda TTK Gen Ekspresyonunun Onemi
Evrim SIMSEK
Tibbi Genetik Anabilim Dali

YUKSEK LISANS TEZI / KONYA-2017

Breast cancer is the most common type of cancer between women. In the etiology of breast
cancers; sex, age, race, early menarche, late menopause, age of first pregnancy, genetic predisposition;
smoking, alcohol, obesity, physical inactivity, hormone replacement therapy are among the factors
that can be changed. The characteristic molecular characteristics of breast cancer constitute a
heterogeneous group according to prognosis and treatment responses.

In recent years studies have emphasized the importance of damage to the organization of cell
cycle, breast cancer and other cancers. The cell cycle is controlled at different stages, one of which is
the G2 / M transition, the other containing the late G1 phase before entering the S phase, and the M
control point. At each of these control points, it is decided whether or not the protein of interest should
progress or stop. The control of these decisions is made by protein kinases, an enzyme family that
selects and phosphorylates target proteins, and Cyclin proteins, which control the functioning of the
cell cycle. Disruptions in the organization of the cell cycle are among the main reasons for the
development of breast cancer and other cancers. The TTK gene (human protein kinase monopolar
spindle 1 gene), which is found more frequently in breast cancer than normal breast tissue, is a
bifunctional kinase family carrying serine / throne and tyrosine kinase activity.

Today; genetic information that has been used to determine breast cancer subgroups, the
prognosis associated therewith and the patients receiving the treatment, and future targeted therapies
for targeted molecular subtypes of patients with breast cancer. Studies on the treatment of breast
cancer with the inhibition of increased TTK gene expression are also continuing.

In this study, the amount of expression of normal tissue and tumor tissue in female patients
who were diagnosed with breast cancer was examined. Normal and tumor tissues were marked by
light microscopy from the preparations. Sections were taken from platelet blocks and RNA isolation
and RT-PCR analysis were performed.

Our study was conducted on a female patient with 30 breast cancer. The control group of the
same patient looked at the amount of TTK gene that was expressed in normal breast tissues and tumor
nipples. Statistically, the amount of expression in tumor tissue was found to be higher than in normal
tissue. Therefore, the inhibition of TTK gene, which is investigating effects on breast cancer, has
played a role in new therapeutic approaches. In addition, our research is similar in nature to published
studies and supports the literature.

Anahtar Sozciikler: Breast Cancer, TTK Gene Expression, RT-PCR
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri; siit bezleri veya siit kanali hiicrelerinde, gevresel ve genetik
ajanlar tarafindan degisime ugrayan DNA dizisi, tasidig1 gen ifadesine gére malignite
olusturabilmektedir. Malignitenin altinda yatan temel mekanizma kontrolsiiz hiicre
boliinmesidir (Michael vd. 2009; Thompson ve Compton 2008). Kontrolsiiz ¢ogalan
hiicreler, biiyiiyerek kitle olusumuna, zamanla ¢evre meme dokusunu da asarak
lenfatik kanallarla veya kana karigarak uzak organlara metastaz yapabilmektedir.
Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen timérdiir (Calis 2016). Yasami boyunca
yaklagik 8 kadindan biri meme kanseri olmakta, 30 kadindan biri de meme kanseri
nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir. Meme kanserinin; insidansinin her gegen giin
artmasi, karakteristik molekiiler 6zellikleri, prognoz ve tedaviye yanitlarina gore
heterojen gruplar olusturmasi, bu hastaligi daha da 6nemli hale getirmektedir (Giiran
2005).

Meme kanserinde genetik yatkinligin belirlenmesi, molekiiler temellerin
ortaya cikarilmas: teshis ve tedavide son yillarda 6nem kazanmistir. Meme
kanserinde ki ailesel veya ailesel olmayan molekiiler farkliliklar, protoonkogenler ve
timor stipresor genler mevcuttur. Bu genlerdeki, hiicresel yolaklar etkileyen genetik
degisiklikler bir¢ok adimda ortaya ¢ikmaktadir. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde
meydana gelen kusurlarin, meme kanseri olusumundaki etkileri son yillarda yapilan
arastirmalarda dikkat ¢ekmektedir. Cift fonksiyonlu kinaz ailesi iginde yer alan TTK
geninin, hiicre siklusu ile ilgili pek ¢ok yolakta rol oynadigi, mitozda sentrozom
dublikasyonu mitotik spindle birlestirme, checkpoint devamlilig1 gibi bir¢ok kritik
role sahip oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmektedir (Fiks vd. 2003; Suzanne vd.
2004).

DNA dizilim teknolojisindeki ilerlemelerin, kisisellestirilmis meme kanseri
tedavisinde kokten degisime yol acacagi belirtilmektedir. Giiniimiizde meme kanseri
alt gruplarini ve buna bagli tedavi alacak hastalar1 belirlemede kullanilmaya baslanan
genetik bilgilerin, gelecekte meme kanserli hastalarda alt gruplar i¢in hedefe yonelik

gelistirilecek ilaglar icin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Artmis TTK gen



ekspresyonunun inhibisyonu da meme kanserinin tedavisinde tizerinde calisilan bir
konudur (Ricardo vd. 2015).

Kanserin tedavisinde kullanilan diagnostik, prognostik belirteglere ek olarak
yeni tedavi edici yaklasimlar i¢in hedef molekiil arayislar1 hizla devam etmektedir.
Literatir de, TTK gen ekspresyonu inhibisyonunun kanser tedavisinde

kullanilabilirligi izerine ¢alismalar dikkat ¢ekmektedir.

Calismamizda, TTK gen ekspresyon degisimlerinin meme kanseri iizerine

etkilerini arastirilarak, daha ileri arastirmalara 11k tutulmustur.



2. GENEL BILGILER

Her bes kisiden biri, hayatinin bir doneminde kansere yakalanmaktadir
(Giiran 2005). Birg¢ok tedavi yaklasimlarina ragmen halihazirda, kanserden 6liimler
tiim toplumlarda énemli bir halk saglig1 sorunudur. Diinya Saglik Orgiitiine (WHO)
gore 2004 yilinda 7.4 milyon kisi kanser nedeniyle hayatini kaybetmistir. Bu rakamin
2030’da 11.8 milyona kadar yiikselebilecegi ongoriilmektedir (World Healt Statistics
2008). Erkeklerde akciger kanseri, kadinlarda ise meme kanseri ilk sirada yer
almaktadir. Ulkemizde de, diinya genelinde oldugu gibi, meme kanseri kadinlarda en
sik rastlanan kanserdir. Son 20 yilda iki kattan fazla artis gosterdigi bildirilmektedir
(Ozmen 2014).

Canlilardaki hiicre biiylimesi, farklilasmasi, yaslanmasi ve 6liimii, genlerle
diizenlenen dinamik bir siirectir. Bu siire¢ icinde meydana gelen aksakliklar, hiicre
tizerinde malign doniisiimlere neden olabilmektedir. Maligniteninin altinda yatan
temel mekanizma, kontrolsiiz hiicre boliinmesidir. Hiicre poliferasyonunda meydana
gelen anormal isleyis, genomda olugan pek ¢ok genetik degisimin habercisidir. DNA
tizerinde meydana gelen bu degisimler, yani mutasyonlar onkogenezin olugsmasinda

basrolii iistlenen faktérlerdendir (Michael vd. 2009).

Cevresel ve genetik ajanlar tarafindan degisime ugrayan DNA dizisi, tagidigi
gen ifadesine gdre malignite olusturabilmektedir. Ornegin, normal hiicrelerde var
olan, ozellikle hiicre biiyiime, bolinme ve farklilasmasinda gorevli pek¢ok gen
mevcuttur. Protoonkogen olarak adlandirilan, bu hiicresel genleri, onkogen formuna
doniistiiren  aktivasyon  mekanizmalari, onkogenetik  siirecin  olusumunu
tetiklemektedir. Bu aktivasyon yollari, onkogenin ekspresyon miktarinda ve
yapisinda meydana gelen degisimler ile karakterizedir. Protoonkogen iizerinde
meydana gelen nokta mutasyonlari, delesyonlar, gen ifadesindeki anormal artislar,
kromozomlarin yeniden diizenlenmesi, onkogen doniisiimiine neden olan baslica
degisimlerdir. Nokta mutasyonlari, protoonkogene ait dizi iizerinde tek bir bazin
degisimiyle, bir veya daha fazla niikleotidin kaybiylan (delesyon) veya farkli bir
DNA dizisinin bu hiicresel genlere eklenmesiyle (insersiyon) karakterizedir. Ayrica
viriisler araciligir ile de protoonkogenin ekspresyonunda asir1 artiglar meydana

gelebilmektedir. Protoonkogenin oniine yerlesen gii¢lii retrovirusa ait olan promotor
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veya artirici, normal bir protenin anormal sentezlenmesine neden olabilmektedir
(Michael vd. 2009).

Kromozomal translokasyonlar, c¢esitli yeniden diizenlenmeler sonucunda
olusan fiizyon proteinlerinin, hiicreler arasi sinyal yolaklarim1 bozmasi,
tiimdrogenezise yol acan bir diger siirectir. Ote yandan hiicrenin normal yasam
dongiisiinde, boliinme ve ¢ogalmayi baskilayici yonde etkili olan, tiimor siipresor
genlerin inaktivasyonu, tiimorogenezin olusumunda ve ilerleyisinde temel rolii
istlenen diger mekanizmalardan biridir. Bu genler, regiilasyonu bozulmus hiicre
dongiisiiniin - devamin1  engellemek, gerekli durumlarda hiicreyi apopitozise
yonlendirmekle gorevlidirler. Resesif karakterli olan bu genlerin, inaktivasyonu i¢in,
her iki allelinin de islevini kaybetmesi gerekmektedir. Dolayisiyla timor siipresor
genlerde, meydana gelen mutasyonlar ile hiicre dongiisiiniin temel negatif diizenegi
ortadan kalkar, kontrolsiiz bolinmeleri ile tiimdrogenez siireci ortaya c¢ikar. Hiicre
siklusunun kontroliinde gorevli olan genlerin mutasyonlar1 veya bu sirada devreye
girecek olan tamir mekanizmasinda meydana gelen aksakliklar da bir yandan
timorogenez olusumunu tetikleyebilirken, bir yandanda apopitozisten kagisa yol
acabilmektedir. Biiylime faktorlerinden ve mitotik faktorlerden bagimsiz béliinebilen
malign hiicreler ile onkogenez baslamaktadir (Michael vd. 2009; Thompson ve
Compton 2008).

2.1. Memenin Anatomisi ve Fizyolojisi

Meme dokusu hem erkeklerde hem de kadinlarda olmasma karsin, meme
bezlerinin yalnizca postpartum dénemlerde fonksiyonel oldugu bilinmektedir. Siit

bezlerinden yeni dogan bebegin beslenmesi igin siit salgilanmaktadir.

Insanlardaki meme dokusu, meme bezleri (biiyiikliigii olusturan asil
komponent) ve bag dokusundan olusmaktadir. Meme bezleri subkutan bir sekilde,
anterior ile lateral torasik duvarlarda lokalizedir. Memeler, her birinde ¢esitli lobiiller
olan 15 ile 20 arasinda lobtan meydana gelmektedir (Sekil 1). Memenin apeksinde
meme basini ¢evrelemis olan pigmentli alana da areola adi verilmektedir (Cabioglu

2012).



Sekil 1. Memenin tanjensiyel ve sagital kesimi.

m. pektoralis major %
—{asya pektoralis major
interkostal sta:
panyetal p
viseral plevra
——sroma

Kaynak: Cabioglu 2012.

Erigkin olan bir kadin memesi, g6giis duvarina baglar ile tutunmustur.
Memenin kendisi kas dokusu icermemektedir. Ancak, gogiis duvarindaki en biiyiik
kas olan pektoralis majoriin tizerindedir. Siit bezlerinin g¢evreside yag dokusuyla
sarilidir. Meme dokusu, kadin iireme hormonlarinda yasanan degisimlere bir cevap
niteliginde, her ay gelisip sismekte ve siit iiretimi i¢in de hazir duruma gelmektedir.
Memenin istiinde etkili olan ii¢ onemli hormon ise Ostrojen, progesteron ve
prolaktindir. Bu hormonlar; memenin ergenlik zamanindaki gelisiminden, iiretken
donem siiresince aylik degisimlerden ve gebelik sonrasi siit tiretiminden sorumludur
(Ay 2015).



Sekil 2. Meme anatomisi

Kaynak: Ay 2015
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2.2. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi ve Etyolojisi

Meme kanserleri etyolojisinde; cinsiyet, yas, irk, erken menars, ge¢ menapoz,
ilk hamilelik yasi, aile Oykiisii degistirilemeyen; sigara, alkol, obezite, fiziksel
inaktivite, hormon replasman tedavisi ise degistirilebilen faktorler arasinda yer
almaktadir (NCCN 2009).



Meme kanseri kadinlarda daha sik goriilmektedir. Bir kadinin hayati1 boyunca
meme kanseri olma riski %10 ile %12.2arasindadir (Onur 2005). Bir 6nceki dekadda;
onkogen ve tiimor siipresor genler kesfedilmesi meme kanserinin etyopatogenezinde
rol oynayan progestron, biiylime faktoérii ve steroidleri diizenleyen yolaklar

arasindaki iligkiyi, ortaya ¢ikarmada etkili olmustur (Dickson vd.2001).

Diinyada 2002 ve 2008 yillar1 arasinda, meme kanseri olan yeni hasta
sayisinda % 17 ve meme kanserine bagli 6liimlerde %10 artis meydana gelmistir.
Ayni1 yillar arasinda, Tiirkiye’de bu oranlar %26 ve %18 olarak kaydedilmistir. S6z
konusu alt1 yillik donemde; gelismis iilkelerdeki yeni hasta sayisinda ki artis %8,
meme kanserine bagli 6liimlerdeki artis ise %1 olarak géze ¢arpmaktadir. Tiirkiye’
de meme kanseri oraninin yiiksek olmasinin en onemli sebepleri ise; yasam tarzi,
koruyucu saglik hizmetlerindeki yetersizlik, egitim seviyesindeki diisiikliik olarak
degerlendirilmektedir (Globocan 2012).

Grafik 1. Erkeklerde en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlar
(Tirkiye Birlesik Veri Tabani, 2013) (Diinya Standart Niifusu, 100.000 Kigide).
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Kaynak: T.C. Saglhk Bakanhgi, Tiirkiye Halk Saghg Kurumu, Tiirkiye Kanser Istatistikleri, Ankara,
2016.



Grafik 2. Kadinlarda en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlari

(Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2013) (Diinya Standart Niifusu, 100.000 Kiside).
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Kaynak: T. C. Saglik Bakanlig1, Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, Tiirkiye Kanser Istatistikleri, Ankara,

2016.

Grafik 3. Tim yas gruplarindaki kadinlarda en sik goriilen bazi kanserlerin bu grup

icindeki ylizde dagilimlar1 (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2013).
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2.3. Meme Kanserinin Histopatolojik Simiflandirilmasi

Tim kanser tiirlerinde oldugu gibi meme kanserinin de histopatolojik
siniflandirmasi, 151k mikroskobu goriintiilerine ve standart histolojik boyama

tekniklerine gore yapilmaktadir.

Sekil 3. Meme kanseri gesitleri ve olustugu yerler.

invaziv lobdler
karsinom (ILC)

invaziv duktal
karsinom (IDC)

in situ duktal
karsinom (DCi¢

Memedeki atipi izlenmeyen proliferatif lezyonlar, kanserin gelismesi
bakimindan diisiik risk tasimaktadirlar (Zhou vd. 2011). Histopatolojik incelemelere
bakildiginda, proliferasyonun yaninda hiicresel atipi goriiniimii, riskleri artirmaktadir
(Hartmann vd. 2015). Duktal veya tubuloasiner birimlerindeki histopatolojik
incelemelerde, hiicre morfolojisi degisime ugramadan olusan hafif hiperplazi,
apokrin metaplazi, epitelyal adenozis ve/veya duktal ektazi gibi bazi degisiklikler
kanser gelisiminde risk tasimamaktadir. Burada yogun hiperplazi, papillom gelisimi
ve/veya sklerozan adenozis, meme kanseri olusumundaki riskleri 1,5 ile 2 katina
kadar artirilabilir. Lobiiler hiperplazi veya duktal alanlarda hiicresel olan atipi

izlenmesinin riski, 4 ile 5 katkadar artirdig: bildirilmektedir (Boughey 2010).



Meme kanseri, histopatolojik olarak ikiye ayrilmaktadir; invaziv ve invaziv

olmayan kanser.

1. Invaziv kanser: En sik karsilasilan tipleri invaziv ductal karsinom (%80) ve
invaziv lobiiler karsinom (%10)’dur. Her iki tipin de metastaz yetenegi
mevcuttur. Invaziv meme kanseri alt gruplarindan bir digeri de, inflamatuar
meme kanseridir ve kanserin bu formu, en agresif olanidir. Meme kanseri
vakalarinin %1 ile %6’sin1 olusturmaktadir (Lebeau 2014). Mikroskopik
goriiniimii, meme dokusunda iyi sinirlanmis anaplastik hiicre yiginlar1 seklinde
olup, palpasyon ve goriintiilleme bulgusu fibroadenom ile karigabilmektedir

(Tavassoli ve Devilee 2003).

2. Invaziv olmayan kanser: In situlobiiler karsinoma ve in situ ductal karsinoma
olarak ayrilmaktadir. In situ kavrami, malign epitel hiicrelerin ¢ogalmasmnin
kendi sinirlart iginde kaldigi, bazal membrani gecmedigi ve stromayi isgal
etmedigini gosteren patolojik bir durumdur (Calis 2016).Memede bulunan
duktoglandiiler boliimiiniin, en sik karsilagilan prekanserdz lezyonu, in situ

ductal karsinomadir (Kumar vd 2014).
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Sekil 4. Meme kanseri hiicresi ¢esitleri

© Scline McNamee 2007

1) Normal (@) Ductal cancer in situ
(20 Hyperplasia (B Microinvasion
3 Hyperplasia with atypical cells (6 Invasive duct cancer

2.4. Meme Kanserinde Evreleme

Meme kanserinin evrelemesi; sadece hastalara hangi tedavilerin segilecegi,
prognozunun nasil olacagiyla ilgili bilgilendirmekle kalmamakta, bunun yaninda
cesitli tedavi tiplerinin kiyaslanmasi konusunda imkan saglamaktadir. Ilk Klinik
evrelemeyi Steinthal 1905 yilinda tanimlamistir. Meme kanserini, bolgesel olan
anatomik yayilimlarina gore {i¢ gruba ayirdigi goriilmektedir. Ancak, tam anlamiyla
klinik degerlendirmelere dayanan bu smiflamanin non invaziv ve invaziv tiimorleri
ayiramamasi, erken evre kanserlerinde tiimor biiyiikliigiinde prognostik degerlerin
gozardi edilmesinden dolayr elestirildigi gorilmiistir. Bu sebeple, 1960’larin
ardindan hem farkli merkezlerin gesitli tedavi yontemlerinin de kiyaslanmasi hem de
standart olan bir yaklasimin belirlenebilmesi i¢in TNM sisteminin kullanima girdigi
goriilmektedir. 1977 ile 1992 yilinda bazi degisikliklerin yapilip gliniimiizdeki haline
getirilen ve diinyada yaygin sekilde kullanilan TNM sisteminde, T harfi primer
timor boyutunu, N harfi bolgesel lenf diigtimlerini, M harfi de uzak metastazlarini
temsil etmektedir (Pharoah 1997).

PRIMER TUMOR BOYUTU (T)
Tx: Primer tiimor degerlendirilemiyor.

TO: Primer tiimore ait bulgular yok.
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Tis: Insitu karsinomintra duktal karsinom, lobuler karsinoma in situ; ya da tiimérsiiz

meme basinin Paget hastaligi.

T1: Tiimor 0 ila 2 cm arasinda.

T1mic: Mikroinvazyon tiimér 0,1 cm’den kiigiik.
T1a: Tiimor 0,1-0,5 cm arasinda.

T1b: Tiimor 0,5-1 cm arasinda.

T1c: Tiimor 1-2 cm arasinda.

T2: Timor 2-5 cm arasinda.

T3: Timor 5 cm’den fazla.

T4: Herhangi bir boyuttaki timorde.

T4a: Gogiis duvarina yayilim.

T4b: Odem (peau d’ orange dahil), cilt {ilserasyonu, ya da ipsilateral memede sinirl

satellit cilt nodiilleri.

T4c: 4a + 4b T4d: Inflamatuar meme kanseri.

BOLGESEL LENF DUGUMLERI (N)

Nx: Bolgesel nodlar degerlendirilemiyor (Daha dnce ¢ikartilmig olanlar da dahil)
NO: Bolgesel nod metastazi yok.

N1: Mobil ipsilateral aksiller lenf nodlarina metastaz; meme igi, infraklavikuler ve

“Rotter” nodlar1 dahil.

N2: Bir digerine ya da diger yapilara fikse “konglomere” ipsilateral aksiler lenf

nodlarina metastaz.

N3: Ipsilateral internal mammarian lenf nodlarina metastaz.
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LENF NODLARININ PATOLOJIK SINIFLAMASI (pN)

pNx: Bolgesel nodlar degerlendirilemiyor (Daha dnce ¢ikartilmis olanlar da dahil)
pNO: Bolgesel nod metastazi yok.

pN1: Mobil ipsilateral aksiller lenf nodlarina metastaz.

pN1la: Yalnizca mikrometastazlar 0,2 cm’den kiigiik.

pN1b: Nodlara metastazlar 0,2 cm’den biiyik.

PN1bi:1-3 noda yayilim pN1bii:4 veya daha fazla nodlara metastaz.

pN1biii: 2 cm’den kiigiik nodlarda ekstrakapsiiler invazyon.

pN1biv: En biiyiik boyutuyla 2 cm’den fazla noda yayilim.

pN2: Bir digerine ya da diger yapilara fikse (conglomere) ipsilateral aksiler lenf

nodlaria metastaz.

PN3: ipsilateral internal mamarian lenf nodlarina metastaz.
UZAK METASTAZ

MO: Uzak metastaz yok.

M1: Uzak metastaz var (Ipsilateral supraklavikiiler, servikal ya da kontralateral

internal mamarian lenf nodlarina yayilim dahil).

2.5. Meme Kanseri Tedavisi

Meme kanserinin tedavisi nispeten de olsa, diger kanserlere nazaran daha
avantajli olundugunu sdylemek mimkiindiir. Tedavide birincil yontem cerrahi
miidahaledir. Cerrahi tedavi, genellikle meme dokusunun biitiiniiniin alinmasiyla
yapilmaktadir. Koltuk altindaki lenf bezleri ¢ikartilip, muhtemel olan yayilmalar
engellenmeye ¢alisiimaktadir (Kierszenbaum, 2007°dan akt. Calis 2016).
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Meme kanseri tedavisinin genel olarak sistematik ve lokal tedavi olarak ikiye
ayrildigr goriilmektedir. Meme kanserinde, lokal tedavideki temel amag¢ kanserin
lokal varliginin ortadan kaldirilmasidir. Boyutlar1 kiiciik ve evreleri elverisli
timorlerde tek basina lokal tedavilerle basarili neticelere ulasilabilmektedir. Bu
tedavilerin radyoterapi cerrahi olarak ayr1 ayr1 veya beraber kullanildigt
goriilmektedir (Stitgti 2010). Cerrahi tedavilerde memenin tamaminin ¢ikarilma
islemi (mastektomi) ya da etkilenmis olan doku ile beraber bir boliim dokunun
cikarilip meme yapilarmin korundugu “meme koruyucu cerrahi” (lumpektom)
uygulanmaktadir. Radyoterapide ise kanserli olan hiicrelerin yok edilmesi igin

yiiksek enerjili iyonize radyasyon uygulanmaktadir (Yeter vd. 2009).

2.6.Meme Kanserinin Molekiiler Genetigi

Meme kanserinde genetik yatkinligin belirlenmesi, molekiiler temellerin
ortaya cikarilmas: teshis ve tedavide son yillarda 6nem kazanmistir. Meme
kanserindeki ailesel veya ailesel olmayan molekiiler farkliliklar, protoonkogenler ve
timor siipresor genler mevceuttur. Bu genlerdeki, hiicresel yolaklar etkileyen genetik
degisiklikler birgok adimda ortaya c¢ikar. Oncelikle meme kanseri ile iliskili
onkogenleri ele alacak olursak bunlar; nokta mutasyon, delesyon, kromozomlarda

yeniden diizenleme ve gen amplifikasyonu seklinde siralanabilir (Michael vd. 2009).

Onkogenlerin kanser olusturmasinda, ekspresyonda kantitatif degisiklikler
veya onkogenin yapisinda meydana gelen hasarlar s6z konusudur. Onkogenler
biiylime faktorleri ve c¢esitli hormon reseptorlerine ait genlerdir. Bu genin asir
ekspresyonu veya bu genlerin okunmasini diizenleyen transkripsiyon faktorlerinin
artisl, hiicresel mekanizmayr bozarak kanserlerin olusumuna yol agar. Meme
kanserleri i¢in buna en giizel 6rnek; cerb-b2 (her2-neu) onkogeninin aktivasyonudur.
Meme kanserinde etkili onkogenleri siralayacak olursak bunlar; biiyiime faktorii
reseptori, sinyal iletimiyle ilgili niikleeronkogenler, siklinler, siklin bagimli kinazlar
ve steroidler seklinde siralanabilir. Biiyiime faktorlerine 6rnek verilecek olursa,
epidermal growth faktoér, meme kanserinde siklikla mutasyona ugrayan bir gendir.
Ozellikle hormona bagimli veya bagimsiz meme kanseri karsilastirildiginda, yiiksek

EGFR diizeyleri gozlenir. Bu durumun koétii prognozla iliskili oldugu bilinmektedir.
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HER?2 ise, meme kanserinde en ¢ok calisilan onkogenlerden bir tanesi olup, bu genin
amplifikasyonu meme kanserinin yaklasik %25’inde gosterilmektedir (Castellano vd.
2017). Bu genin ekspresyonu meme kanseri igin prognostik bir belirteg olarak
kullanilmaktadir. Ayrica meme kanserinde Gstrojen, progesteron, cmyc, RAS, c-fos,
C-jun iligkili olduguda literatiirde yer almaktadir. C-myc, niikleus diizenleyici
proteinleri kodlayan bir onkogendir. Niikleer transkripsiyon faktorleri kodlayan bu
genlerdeki mutasyonlar malign transformasyona yol agar. Meme kanserinde %20

cmyc gen amlifikasyonuna rastlanmaktadir (Lyu vd. 2013).

RAS onkogeni ise solid tiimorlerde sik mutasyona ugrayan bir proteindir.
Deneysel modellerde mutant RAS onkogeninin insan meme epitelinde maling
transformasyonun fenotipik karakteristiklerini olusturdugu tespit edilmistir. RAS
aktive oldugunda, GTP baglanmaktadir. Aktive olan RAS, RAF proteinini, bu da
MAK kinazi1 sistemini aktive eder. Aktive olan MAK kinaz, nukleus igerisinde c-jun
ve c-fos’un fosforile olmasini ve hiicrenin S fazina girmesi saglar. Buradaki c-jun ve
c-fos’un mutasyonunun da meme kanseri ile iliskili olduguna dair kaynaklar
mevcuttur (Yeh vd. 2010).

Meme kanseri ile iliskili tiimor siipresor genler ise daha ¢ok DNA tizerindeki
hasar1 ortadan kaldirmak iizere aktiflesmis genlerdir. Bu genlerdeki hasar, her iki
alleli de kapsamaktadir. Timor siipresor genler i¢in klasik 6rnek, P53 genidir. Bu
genin her iki allelinin kaybi meme kanserinde gosterilmistir. P53 kaybi koti
prognozun isaretidir. Bir diger timor silipresér gen olan, ATM geninin meme
kanserinde ¢ok c¢esitli mutasyonlarinin tespit edildigi goriilmektedir. ATM
tastyiciligl, toplumda yaygin oldugundan, meme kanserinin, %2-7’sinde bu genin
delesyonu gozlenmektedir (Prodosmo vd. 2016).

Bir diger tiimdr siipresor gen olan BRCA ailesi, kalitsal meme kanserlerinde
yiikksek penetransa sahiptir. Bu genlerdeki gen mutasyonlarinda, Kkadinlarin
yasamlarinda meme kanseri gelisme riski %50-80 arasindadir. Ayrica bu genlerin

sporadik mutasyonlar1 da meme kanseri ile iligkilidir (Ha vd. 2017).

Bunun yani sira, meme kanseri {izerinde yapilan ¢alismalarda; mir-125, mir-

145, mir-21, mir-155’in regiilasyonun bozuldugu, mir-205’in ise normal meme
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dokusuna gore azaldigi gosterilirken, bir diger ¢alismada, mir-221 ve mir-222’nin
(ER) Ostrojen reseptorlerini  etkiledigi  bildirilmektedir. Ayrica mir-145

ekspresyonunun tiimor dokularinda azaldigi da goriilmektedir (Thakur vd. 2016).

Epigenetik mekanizmalardan CpG adalarindaki metilasyon degisiklikleri,
kanser hiicrelerinde gen ekspresyonunu en yaygin olarak etkileyen mekanizma olarak
tanimlanmaktadir. Bunun yani sira, hipermetilasyon, meme kanseri alt tipleri
timorler arasinda, yapilan bir c¢alismada gosterilmistir. Meme kanserlerindeki
hipermetilasyonun 6neminin daha da artacagi disiiniilmektedir. Bir epigenetik
regiilator olan histon saperonlari HPJURP (holliday junction recombination
proteinleri), Luminal A meme kanserleri i¢in prognostik yeni bir markir olarak kabul

edilmektedir (Montes de Oca vd. 2014).

2.7.TTK Geni

TTK geni ¢ift fonksiyonlu kinaz ailesinden olup serine/thronine ve tirozin
kinaz aktivitesi tagimaktadir. TTK mRNA seviyesi prolifere hiicrelerde istirahatteki
hiicrelerden yiiksek olup en yiiksek ekspresyonu S fazinda ve pik degeri G2/M
tizerindedir. TTK geni, hiicre siklusu ile ilgili pek ¢ok yolakta rol oynadigi, mitozda
sentrozom dublikasyonu mitotik spindle birlestirme, checkpoint devamliligi gibi
birgok kritik role sahip oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmektedir (Fiskvd. 2003;
Suzanne vd. 2004).

Son yillarda yapilan arastirmalar, hiicre dongiisliniin diizenlenmesinde
meydana gelen kusurlarin meme kanseri ve diger kanserlerin olusmasindaki 6nemi
vurgulamaktadir. Hiicre dongiisii G1/S, G2/M ve M kontrol noktalarinda cesitli
kontrol mekanizmalar1 ile diizenlenmektedir. Bu denetim noktalarinin her birinde,
ilgili proteinlerce dongiiniin ilerlemesine veya durmasina karar verilmektedir. Bu
kararlarin verilmesinin kontrolii, hedef proteinleri secip fosforilize eden bir enzim
ailesinden olan protein kinazlar ve hiicre dongiisiiniin islerligini kontrol eden siklin

proteinleri tarafindan yapilmaktadir (Daniel vd. 2011; D’Andrea vd. 2007).

Mitozda spindle checkpoint olarak bilinen molekiiler denetleyici sistem,

kromozomlarin dogru bir sekilde ig ipligine yapisana kadar anafazi engelleyerek
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olasi bir bozuklugu dnlemekle gorevlidir. Bu denetimin yetersizligi hiicre bolinmesi
esnasinda diizensiz kardes kromozom ayrilmasindan olusan kromozomal
dengesizlige (anoploidi) onciilik edebilir. Bunun fenotipik karsiligi kromozomal
instabilite (CIN) olarak isimlendirilmektedir (Thompson ve Compton 2010). Stabil
olmayan hiicrelerde kromozomlarin hatali kiimelenmesinin sebebi hatali mikrotiibiil,
kromozom baglanmasidir (Thompson ve Compton 2008). Tiim okaryotlarda mitotik
spindle kontrol noktasi ve kromozomlarin ayrilmasinin ayarlanmasi TTK, Bubl ve
Aurora olarak bilinen protein kinazlarca saglanmaktadir (London vd. 2012). Bu
kontrol; mikrotiibiiller kardes kromatidlerin kinetorlarina dogru iki yonde
baglanamadiginda, TTK’nin Spcl05’i fosforilize etmesiyle Bubl/Bub3’iin
kinetekora eklenmesine sebep olur. Dogru mikrotiibiil baglantis1 Spc105 iizerinde
PPl-arac1 fosfataz aktivitesini tesvik ederek, Spc 105’in defosforilasyonuna ve
Bub1/Bub3’iin salinmasina yol agar. Sonugta kontrol noktasinin susturulmasi mayoz

veya mitozun kontrolsiiz hale gelmesine neden olmaktadir (London vd. 2012)

DNA dizilim teknolojisindeki ilerlemelerin, kisisellestirilmis meme kanseri
tedavisinde kokten degisime yol acacagi Ongoriilmektedir. Giliniimiizde meme
kanseri alt gruplarini; buna bagli prognoz ve tedavi olacak hastalari belirlemede
kullanilmaya baglanan genetik bilgiler, gelecekte meme kanserli hastalarda
molekiiler olarak tarif edilen alt gruplar i¢cin hedefe yonelik ilaglarla, tedaviyi
amaclanmaktadir. Artmis TTK gen ekspresyonunun inhibisyonu ile kanserlerin
tedavisi tlizerindeki caligmalar, son yillarda literatir de dikkat c¢ekmektedir
(Goldhirsch vd. 2013; Ricardo vd. 2015;Jewel vd. 2010). Ozellikle TTK inhibisyonu
tetraploid hiicrelerde diploid olanlara goére daha etkili olarak oliime sebep
oldugundan, TTK inhibisyonun tetraploid kanser hiicreleri i¢in tedavi edici yontem
olarak kullanilabilecegi de ileri siiriilmiistiir (Mohamed vd.2015). Calismamizda,
meme kanserinde TTK gen ekspresyonu degisimlerinin, ortaya ¢ikarilmasi

amaclanmustir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Arastirma Tipi

Arastirma retrospektif vaka-kontrol ¢caligmasidir.

3.2. Arastirma Bolgesi ve Zamani

Hasta grubu, 2005-2015 yillarinda Konya Numune Hastanesi Onkoloji
Cerrahi Poliklinigine basvurmus, alinan biyopsi ile meme kanseri tanisi konmus,
daha sonra cerrahi miidahale ile meme dokusu ¢ikarilmis kadin hastalardan
olugmaktadir. Kontrol grubu ise, meme kanseri tanisi konmus kadinlarin, normal

meme dokusunu kapsamaktadir.

3.3. Arastirma Evreni ve Yeri

Bu aragtirma; Konya ilinde yasayan meme kanserli kadin hastalar aragtirma
evrenini olusturmaktadir. Konya Numune Hastanesi Patoloji boliimii arsivinde,
2005-2015 yillar1 arasinda kayitlhh meme kanseri tanist konmus 35 olguya ait
materyal, caligma grubuna alinmistir. Hastalara ait histopatolojik parametre bilgileri,

retrospektif olarak patoloji raporlarindan elde edilmistir.

3.4. Ornek Secme Kriterleri

1. Patolojik olarak meme kanseri tanisi konmus olmasi,
2. Daha 6nceden meme ile ilgili hi¢bir hastaliginin olmamasi,

3. Hastanin 6nceden metabolik herhangi bir ilag kullanmamasi.

3.5. Ornek Gruplarimn Randomizasyonu

Arastirmada, 35 meme kanseri hastasinin patolojik dokular1 ve kontrol grubu
olarakda ayn1 bireylerin saglam meme dokular1 kullanilmistir. Bu dokularin tespiti ve

patolojik tanis1 toplam 6 ay siirmiistiir.
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3.6. Arastirma Oncesi Bilgilendirme

Hastalarda arastirmaya dahil olma Kkriterleri sorgulanarak, bu kriterlere uygun
hastalara bilgi verilerek, arastirmaya dahil olma kriterleri anlatilmistir. Arastirmanin
tamamen goniilliiliik esasina dayandig, istedikleri zaman ¢alismadan ¢ikabilecekleri
kendilerine ifade edilmistir. Tiim hastalara gerekli bilgiler verildikten sonra arastirma

icin uygun onay veren bireylerle arastirmaya baslanmistir.

3.7. Arastirmanin izni ve Etik Kurulu

Aragtirma oOncesi, T.C Saglik Bakanlignt Kamu Hastaneler Kurumu Konya
Numune Hastanesi Etik Kurulu’na, tim yapilmasi gereken uygulamalarla ilgili
detayli bir rapor sunulmustur. Etik Kurul tarafindan incelenen raporlar uygun

bulunmus ve 19.02.2016 tarihinde 78025658 Kkarar tebligiyle kurul onay1 alinmistir.

3.8.Kullanilan Yo6ntem
ES ZAMANLI POLIMERAZ ZiINCIiR REAKSIYONU

Es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR), ekspresyon calismalarma yeni bir bakis getiren metottur.
Geleneksel PCR analiz yontemleri ile genetik analizi es zamanli olarak birlestiren bir
sistemdir. RT-PCR yonteminde hedef diziye ait primerler, hedef dizilim g¢ogaltilir
iken, es zamanli olarak floresan sinyalle yayarak dongii boyunca aranan firlinlerin
goriintiilenmesini saglar. Bir bagka deyisle, sicaklik dongtileri ve floresan okunmasi
ayni anda, ayni tiip ve ayn1 cihaz icerisinde ger¢eklesmektedir. Bu durum yontemin
daha az kontaminasyona sebebiyet vermesini ve diger yontemlere gore daha giivenli

olmasini saglamaktadir (Fraga vd. 2008).

RT-PCR yo6nteminde, floresan sinyali ile iiriin miktar1 dogru orantili olarak
artmaktadir. Burada, cogaltilan {iriin varhigin1 saptamak icin g¢esitli problar
kullanilmaktadir. Bunlardan birincisi 6zgiil olmayan ¢ift zincirli DNA prob (SYBR
Green I)’dur. SYBR Green I probu DNA’ya baglandigindan ¢ogalan DNA
miktarindaki artisa paralel olarak, Real-time PCR cihazinda okunan floresanin

miktar1 da es zamanl1 olarak artmaktadir. ilk sikluslarda 1s1ma az iken, siklus ve {iriin
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miktar1 arttikga, floresan 1g1masi da artar. SYBR Green | probda, hedef DNA dizisi
olmadigindan primerlerin birbiriyle baglanmasi olasidir. Bu durum sonuglarin
glivenirligini azaltmaktadir. Diger prob c¢esidinde ise, ¢ogaltilmak istenen DNA
parcasina Ozgiidiir. Bu prob yontemleri; TagMan Prob Yo6ntemi, Molekiiler Boncuk

Yontemi, Hibridizasyon Prob Yo6ntemidir (Dorak 2007).

TagMan Prob sistemi; 5” ve 3°” uglarinda floresan isaretli, hedef DNA’ya
tamamlayic1 tek zincirli probdur. 3* ugtaki baskilayici florasan madde, 5 ugtaki
yazici floresan sinyal olusturmasini engellemektedir (Dorak 2007). TagMan Probu,
DNA’da ¢ogaltmak istedigimiz bolgeye Ozgii oldugu igin gilivenirligi yiiksektir.
Bizde galismamizda bu prob sistemini tercih ettik.

Sekil 5. Arastirmamizda kullandigimiz Roche LightCycler 480 II Real Time PCR

cihazi.
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Sekil 6. TTK Genin Real Time PCR Monitor Goriintiisii

Amplification Curves

13.590

12.590

11.590H

10.590+

9.590

8.590

7.530

B6.530

5.530

Fluorescence (465-510)

4.590

3.590

2.590

1.590

0.590

3.9. On Hazirhiklar

Wash Buffer I, Wash Buffer Il, Proteinaz K, DNaz |, DNaz working solution
calismamizda kullanilmak {izere 6n hazirliklar yapildi. Proteinaz K, DNaz 1 -20 °C

de kullanilmak tizere saklandi.

3.10.Parafinden Uzaklastirma

Patoloji Uzmani tarafindan, immiinohistokimyasal boyalarla boyanan
preparatlar, incelenerek meme kanseri tanilari teyit edildi.

1- Kanserli ve normal dokuyu en iyi temsil eden preparatlarin bloklari
belirlenerek iyice silinen, kurulanan Leica RM2255 model mikrotom cihazi ile 5 pm
kalinliginda 5-6 adet (yaprak) kesildi. Kesilen parafin 6rnekleri (yapraklar), iizerinde
her olguya ait numara yazili 1,5 ml’lik vidali ependorf tiiplerine steril bir sekilde

alindi. RNA elde etmek i¢in asagidaki islemler uygulandi.

i.  Orneklerin bulundugu tiiplerin igine 1000 ul Ksilen koyuldu, vortekslendi
ve 56 °C ye getirilen 1s1 bloguna alindi. 5 dk. bekletildi. Tekrar vortekslendi ve
13.200 rpm’de 2 dk santrifiij edilip iist s1v1 (ksilen) uzaklastirildi.
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ii. Bu tiiplere tekrar 1000ul Ksilen konup vortekslendi ve 56 °C ye getirilen
1st bloguna alindi. 5 dk. bekletildi. Tekrar vortekslendi ve 13.200 rpm’de 2 dk

santrifiij edilip Ust s1v1 (ksilen) uzaklastirildi.

ili.  Bu tiiplere 500 pl Ksilen koyulup vortekslendi ve 56 °C ye getirilen 1s1
bloguna alind1. 5 dk. bekletildi. Tekrar vortekslendi ve spin yapildi. Uzerine 500ul
Etanol konup vortekslendi ve 56 °C ye getirilen 1s1 bloguna alindi. 5 dk. bekletildi.
13.200 rpm’de 2 dk santrifiij edilip iist s1iv1 (ksilen ve etanol) uzaklastirildi.

iv. Bu tiiplerin kapagi acilip 1000ul Etanol koyulup vortekslendi ve 13.200
rpm’de 2 dk santrifiij edilip st siv1 (ksilen) uzaklagtirildi.

V. Bu tiiplerin kapagi acilip tekrar1000ul Etanol koyulup vortekslendi ve
13.200 rpm’de 2 dk santrifiij edilip iist s1vi (ksilen) uzaklastirildi.

vi. Bu tiipler spin yapilarak tiiplerin dibindeki sivi 200 pl pipetle doku
kaybolmadan dikkatlice alindi ve 10 dk oda sicakliginda bekletildi.

3.11. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu ROCHE marka High Pure FFPET RNA Isolation Kit
(Indianapolis USA) ile asagidaki gibi yapildi.

1.  Uzerine her bir drnek i¢in;100 ul RNA Tissue Lysis Buffer, 16 pl%10 SDS, 40
ul Proteinaz K olmak tizere toplam 156 pul eklendi.

2.  Karisim vortekslendi ve spin yapildi. 600 rpm’de ¢alkalanarak 85°C sicaklikta
30 dk bekletildi.

3.  Siire sonunda tiip spin yapildi ve 55°C sicakhiga diismesi beklendi. (Ornekler
10 dk oda sicakliginda 55°C’ye gelmektedir.)

4. 80 ul Proteinaz K eklendi.
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10.

11.

12.

13.

14,

15.

Karisim vortekslendi ve spin yapildi. 600rpm’de calkalanarak 55°C sicaklikta
30 dk. Bekletildi. Bu asama sonunda lysate net sekilde goriildii, partikiil var ise
stire 10 dk daha uzatildi.

Her bir 6rnek icin; 325 ul RNA Binding Buffer, 325 ul absolut ethanol olmak
tizere toplam 650 ul eklendi.

Karisim vortekslendi ve High Pure Filtreli tiiplere alindi, altina da High Pure
Collection Tiip koyuldu. Ardindan 6000 g’de 30 sn. santrifiij edildi.

Collection Tiip degistirildi. Filtrenin kurumast i¢in 16000 g’de 2 dk. santrifiij
edildi.

100 pul DNase working solution eklendi. Oda sicakliginda 15 dk. bekletildi
(100 pl DNase working solution 90ul DNase Incubation Buffer, 10 ul DNase |
olmak iizere toplam 100 pl seklinde hazirlandi.)

500 pl Wash Buffer 1 eklendi. 6000 g’de 30 sn santrifiij edildi. Collection tiip
degistirildi.

500 pul Wash Buffer 2 eklendi. 6000 g’de 30 sn santrifiij edildi. Collection tiip
bosaltildi.

500 pl Wash Buffer 2 eklendi. 6000 g’de 30 sn santrifiij edildi. Collection tiip
degistirildi.

Filtrenin kurumasi i¢in 16000 g’de 2 dk. santrifiij edildi. Ardindan High Pure
Filtreli tiipiin altina temiz bir ependorf tiip koyuldu.

25-50 pl arasi (35 pl kullanild1) Elution Buffer eklendi ve oda sicakliginda 1
dk. bekletildi.

6000 g’de 1 dk. santrifiij edildi ve TOTAL RNA eldesi gerceklesti (-80°C’de
saklandz).
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3.12. cDNA Sentez Asamasi
Transcriptor First Strant cDNA Synthesis Kiti:
[k asamada bir drnek icin;
Total RNA: 9 ul
Random Hexamer Primer: 2 pl
PCR Grade Water: 2 ul
Toplam: 13 pl eklendi.

Bu karisim Sensquest marka Thermal Cycler (Germany)’da 65°C’de 10 dk.

isleme alindi.
Ikinci asamada ise bir 6rnek i¢in;
Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer: 4 pul
Protector RNase Inhibitor: 0,5 pl
Deoxynucleotide Mix: 2 pl
Transcriptor Reverse Transcriptase: 0,5 pl
Toplam tiiplere dagilacak miktar: 7 pl

[k asamada elde edilen 13 pl total hacim iizerine 7 pl bu karisim koyuldu. Her
tiip icerisindeki hacim toplam 20 pl oldu.

Thermal Cycler’la:
25°C’de 10 dk,
50°C’de 60 dk,

85°C’de 5 dk
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Isleme alind1 ve cDNAlar sentezlendi.

Ornekler gerektiginde -20 °C’de saklandi.

3.13. Real Time PCR Asamasi
Referans Gen + Target Gen Mix Hazirlama

1 pl Primer ve Prob (Real Time Ready) + 10 pl Probe Master + 4 ul PCR
Grade Water= 15 pl total hacim hazirlandi.

PCR MiX
Conc. Voliim Final Conc.
PCR - 4l -
Grade Water
Light 2x conc. 10 pl 1x conc.
Cycler 480
Probes Master
Real time 20x conc. 1 ul Primerler
ready assay 8pmol her 4pmol
UPL probu i¢in
Total 15 pl

Voliim

Her bir 6rnek i¢in yukaridaki protokole 5’er pul ¢cDNA eklenerek ROCHE
marka Light Cycler (Isvigre 2004) sistemlerin dogrultusunda asagidaki tabloda
belirtilen protokolde calisildi.
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Real Time PCR Heat Protokolii:

. RAMP
SIKLUS °C ACQ.MODE ZAMAN )
RIiTE
DENATURASYON 1 95°C £ 00:10:00 4.4
95°C - 00:00:10 4.4
AMPLIFiKASYON 45 60°C r 00:00:30 22
72°C Tek 00:00:01 4.4
SOGUTMA 1 40°C £ 00:01:00 22

3.14.istatistiksel Analiz

Calisma verilerin degerlendirilme siirecinde SPSS 20.0 (Statistical Package
for The Social Science) programindan yararlanilmistir. Grafiksel gosterimler
Excel’de ¢izdirilmistir. GAPDH ct ve TTK ct degerlerinin normal ve timdrli
dokudaki en diisiik, en yiiksek ve ortalama degerlerini belirlemek i¢in betimsel
istatistiklerden yararlanilmigtir. Arastirma problemi TTK gen ekspresyonuna
dayandigi i¢in, TTK ct degerlerinin normallik sinamas1 Kolmogorov-Smirnov ile test
edilmistir. Incelenecek gruba gdre varyanslarmm homojenligi Levene testi ile
gdsterilmistir. Parametrik testlerden Bagimsiz Orneklem T Testi, normal ve tiimérlii

dokudaki TTK gen ekspresyonunun farklilagmasi i¢in uygulanmustir.
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4. BULGULAR

Aragtirmamizda, toplam meme kanserli 35 doku ve ayni bireylerin
memelerinden normal doku calisilmistir. Bu dokularda, timorlii dokuda 5, normal
dokuda 3 adeti g¢alisma standartlarimizin disinda oldugu tespit ettigimizden,
arastirma disinda birakilmistir. Arastirma igin alinan, 6rneklemlerin dagilimina

iligskin grafiksel gosterim asagidaki, sekil 7°de gosterilmistir.

Dokularin  6rneklem igerisindeki dagilimma iliskin grafiksel gdsterim

Sekil7’de verilmistir. Calisilan dokularin %51,6’s1 normal, %48,4°1 ise timdarliidiir.

Sekil 7. Doku gruplarina ait grafik.

Doku Ornekleri

B Normal B TUmorla

Arastirmamiz i¢in belirlenen TTK geni disinda kontrol olarak, GAPDH ct
geni kullanilmis, tiim g¢alismaya alinan materyaller bu genin ekspresyonu tespit
edilerek kontrol geninin g¢alistigi kanitlanmistir. Tablo-1 TTK genine ait normal ve

tiimorlii dokulardaki ortalama degerler ve standart sapmalar gdsterilmistir.
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Tablo 1. Hastalarin normal ve timorlii dokuya ait, TTK ve kontrol olarak segilen ct

degerleri asagida tablo olarak verilmistir.

Grup N Ortalama | Standart Sapma
TTK Normal 32 34,19 1,49
ct Timorli 30 35,77 1,57

Istatistiksel analizlerde en 6nemli problem, uygulanacak ydéntemin dogru
belirlenmesidir. Bu ydntemler, parametrik ve parametrik olmayan istatistiksel
yontemler olarak ayrilmaktadir. Parametrik ydntemlerin uygulanabilmesi igin
verilerin oransal ya da aralikli olmasi, verilerin normal dagilima uymasi ve grup
varyanslarinin esit olmasi varsayimlariin saglanmasi gerekmektedir (Kalayci,
2008). Parametrik olmayan yontemler, genelde 6rneklem genisligi 30’dan az olan
veri setlerinde ve parametrik varsayimlariin en az birinin saglanmadigi durumlarda

tercih edilmektedir.

TTK ct degerlerinin normal ve tiimorlii dokularda, istatiksel olarak anlaml
olup olmadigini ortaya koymak igin oncelikle TTK ct degerlerinin normal dagilim
gosterip gostermedigi belirlenmeye ¢alisilir. Bu amagla Kolmogorov-Smirnov
testinde “Ho.a:TTK ct degerleri normal dagilim gosterdigi gortilmiistiir.” Hipotezin

kararina yonelik sonug tablosu Tablo-2’de verilmistir.

Tablo 2. TTK ct degerlerinin normallik sinamast.

Kolmogorov-Smirnov TTK ct
Test Istatistigi 0,08
Sig. 0,20

TTK ct degerlerine ait test istatistik degeri 0,08 olmak iizere Sig. degeri 0,20
olarak elde edilmistir. Sig.=0,20> 0,05 oldugui¢in kurulan yokluk hipotezi 0,05
onem diizeyinde reddedilememistir, yani TTK ct degerleri normal dagilim

gosterilmistir. Normal dagilim grafikleri Sekil 8’de verilmistir.
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Expected Cum Prob

Sekil 8. TTK ct degerlerinin normallik sinamasi.
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TTK gen ekspresyonuna ait degerlerin normal dagilim gosterdigi
saptandiktan sonra, gruplara gore varyanslarin homojenligi Levene testi ile
gosterilmistir. Levene testi sonucunda normal ve tiimorlii dokudaki TTK gen
ekspresyonu varyanslarinin homojen oldugu saptanmis (F=0,05, Sig.=0,82>0,05) ve
boylece uygulanacak analizde parametrik yontem tercih edilmistir. Normal ve
timorli dokudaki TTK ct ortalamalariin farklilasmasi parametrik bir yontem olan

Bagimsiz Orneklem T testi ile belirlenmistir.

Tablo 3. Normal ve Tiimérli Dokuda TTK Gen Ekspresyonunun Farklilasmasi

Normal Tiimorlii Fark
1 35,83 35,56 0,27
2 35,65 35,25 0,4
3 36,76 35,12 1,64
4 35,5 36,58 -1,08
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5 32,68 35,08 -2,4

6 34,81 40 -5,19
7 35,12 38,04 -2,92
8 33,69 35,72 -2,03
9 34,41 36,49 -2,08
10 35,66 35,77 -0,11
11 35,08 38,79 -3,71
12 35,7 36,08 -0,38
13 31,95 33,92 -1,97
14 33,63 34,78 -1,15
15 36,28 34,29 1,99

16 32,62 35,78 -3,16
17 34,23 36,45 -2,22
18 34,55 34,88 -0,33
19 34,56 34,9 -0,34
20 33,8 35,05 -1,25
21 34,8 35,25 -0,45
22 36,59 33,27 3,32

23 32,36 37,6 -5,24
24 30,92 33,9 -2,98
25 35,55 37,71 -2,16

30




26 33,29 33,57 -0,28

27 33,28 37,35 -4,07

28 33,36 36,33 -2,97

29 31,9 34,11 -2,21

30 32,74 35,62 -2,88

Ortalama 34,243 35,774 -1,531
Standart

Sapma 1,5131 1,568 1,983

30 hastadan almman normal ve timorli dokuda

*

T=-4,229, Sig.=0,000"

TTKct degerlerinin

farklilasmas1 bagimsiz O6rneklem t testi ile belirlenmis ve sonuglar verilmistir.

Normal dokudan elde edilen 34,243 TTKct ortalamasi ile tiimorlii dokudan elde

edilen 35,774 ortalama TTKct degerleri arasindaki matematiksel fark, 0,01 6nem

diizeyinde istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (Sig.=0,00<0,01). Ortalamalar

arasi fark incelendiginde, tiimorlii dokuya ait TTKct degerlerinin normal dokudaki

degerlerden yiiksek oldugu saptanmistir (Tablo.3).
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TARTISMA VE SONUC

Her bes kisiden biri, hayatinin bir doneminde kanserle karsilagmaktadir
(Giiran 2005). Bir¢ok yeni tedavi yaklasimlarina ragmen, halihazirda kanserden
dliimler tiim toplumlarda énemli bir halk saghig1 sorunudur. Diinya Saglik Orgiitiine
(WHO) gore 2004 yilinda 7.4 milyon kisi kanser nedeniyle hayatini1 kaybetmektedir.
Bu rakamin 2030°da 11.8 milyona kadar yiikselebilecegi 6n goriilmektedir (World
Healt Statistics 2008). Erkeklerde en sik akciger kanseri, kadinlarda ise meme

kanseri ilk sirada yer almaktadir (Onur 2005).

Meme kanserleri etyolojisinde; cinsiyet, yas, irk, erken menars, ge¢ menapoz,
ilk hamilelik yas1, genetik yatkinlik degistirilemeyen; sigara, alkol, obezite, fiziksel
inaktivite, hormon replasman tedavisi degistirilebilen faktorler yer almaktadir. Meme
kanseri karakteristik molekiiler 6zellikleri, prognoz ve tedaviye yanitlarina gore

heterojen gruplar olusturmaktadir (NCCN 2009).

Ozellikle seksenli yillarda bir ¢ok onkogen ve baskilayict genlerin
kesfedilmesi ile hastaligin da progresyon ve biiyliime faktoriiyle steroid diizenleyen
yolaklar arasindaki iliski aydinlatilmaya baglanmistir (Dickson vd.2001).
Onkogenlerin kanser olusturmasinda, ekspresyonda kantitatif degisiklikler veya
onkogenin yapisinda meydana gelen degisiklikler sebep olabilir. Hiicresel
onkogenler, biiyiime faktorleri ve gesitli hormon reseptorlerine ait genetik bilgi
igerebilir. Bu genetik bilginin agir1 ekspresyonu veya bunu diizenleyen transkripsiyon
faktorleri artisi, hiicresel mekanizmayr bozarak kanserlerin olusumuna neden
olmaktadir. Meme kanseri ile iliskili tiimor siipresor genler ise, daha ¢ok DNA
tizerindeki hasar1 ortadan kaldirmak tizere aktiflesmis genlerdir. Bu genlerdeki hasar,

kanser olugmasi i¢in her iki alleli kapsamaktadir (Michael vd. 2009).

Son yillarda yapilan caligmalarda, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde
meydana gelen hasarlarin, meme kanseri ve diger kanserlerin olusmasindaki 6nemi
vurgulanmistir. Hiicre dongiisii biri G2/M gegisi, bir digeri S fazina girmeden onceki
ge¢ G1 fazinin da dahil oldugu nokta ve M kontrol noktasi1 olmak {izere farkl
asamalarda denetlenmektedir. Bu denetim noktalarinin her birinde, ilgili proteinlerce

dongiinlin ilerlemesine veya durmasma karar verilmektedir. Bu kararlarin
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verilmesinin kontrolii, hedef proteinleri seg¢ip fosforilize eden bir enzim ailesinden
olan protein kinazlar ve hiicre dongiisiiniin islerligini kontrol eden siklin proteinleri
tarafindan yapilmaktadir (Daniel vd. 2011; Andrea vd. 2007). Hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde meydana gelen aksakliklar, meme kanseri ve diger kanserlerin
olugmasinda baslica nedenler arasinda gosterilmektedir. Meme kanseri hiicrelerinde,
checkpoint genlerin mRNA transcript seviyesinde yaklasik 500 kat artis olabilecegi
literatiir de bildirilmektedir (Jewel vd. 2010).

Bir checkpoint gen olan TTK geninin yiiksek seviyede ekspresyonu, meme
kanseri hiicrelerinde andploidi olusumuna neden olmaktadir. Ayrica sentezlenen
protein seviyesindeki artisin, agresif tiimor fenotipi ile birliktelik gosterdigi
belirtilmektedir (Al-Ejeh vd. 2014).

Literatiirde, DNA dizilim teknolojisindeki ilerlemelerin, kisisellestirilmis
meme kanseri tedavisinde kokten degisime yol agacagi belirtilmektedir. Giintimiizde
meme kanseri alt gruplarini, buna bagli prognoz ve tedavi alacak hastalar
belirlemede kullanilmaya baslanan genetik bilgiler, gelecekte meme kanserli
hastalardaki molekiiler olarak tarif edilen alt gruplar i¢in hedefe yonelik gelistirilecek
ilaglarla tedaviler gerceklestirebilecegi diisiiniilmektedir. Artmis TTK gen
ekspresyonunun inhibisyonu ile meme kanserinin tedavisi lizerindeki ¢alismalar da

devam etmektedir.

Meme kanserlerinde normal meme dokusuna gore daha fazla bulunan TTK
geni (human protein kinase monopolar spindle 1 geni) ¢ift fonksiyonlu kinaz
ailesinden olup serine/thronine ve tirozin kinaz aktivitesi tasimaktadir (Virginie vd.
2013). TTK mRNA seviyesi prolifere hiicrelerde istirahatteki hiicrelerden yiiksek
olup enyliksek ekspresyonu S fazinda ve pik degeri G2/M iizerindedir. TTK hiicre
siklusu 1ile ilgili pek ¢ok yolakta rol oynar. TTK, mitozda sentrozom dublikasyonu,
mitotik spindle birlestirme, checkpoint devamliligi gibi bircok kritik role sahiptir
(Fiskvd. 2003; Suzanne vd. 2004).
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Goldhirsch ve ark. 2015; Jewel ve ark. 2010 yilinda yapilan arastirmalarda
artmig TTK gen ekspresyonunun inhibisyonu ile meme kanserinin tedavi

edilebilecegi yoniinde bilgiler icermektedir.

Mohamed ve ark. 2015 yilinda, o6zellikle TTK inhibisyonu tetraploid
hiicrelerde diploid olanlara gore daha etkili olarak 6liime sebep oldugundan, TTK
inhibisyonunun tetraploid kanser hiicreleri icin tedavi edici yontem olarak

kullanilabilecegini ileri stirmiistiir.

Ricardo Martinez; 2015 yilinda, TTK gen seviyesinin azaltilmasiyla timor
hiicrelerindeki canliligin  normal hiicrelere gore nisbeten azaldigi, MCF10A
hiicrelerinin transfeksiyon yoluyla TTK geninin yapimimin uyarilmasiyla, bu
hiicrelerde biiyiime 6zelliklerinde anlamli bir etki gdzlenmedigini belirtmistir. Bunun
tizerine yiiksek TTK gen seviyesinin kanser hiicre hemostazisinin siirdiirme

fonksiyonu oldugu hipotezi ileri siiriilmiistiir.

Jewel ve arkadaslar1 2010 yilinda, daha sonra Virginie ve arkadaslart 2013
yilinda; TTK seviyesinin yiiksekligi ile kanser hiicresinin histolojik grade’inin
kuvvetli korelasyon gostermekte olup anoploid kanserli hiicrelerde en yiiksek TTK
seviyesi gozlendigini tespit etmislerdir. Yiiksek seviyedeki TTK gen ekspresyonunun

meme kanseri hiicrelerinde anoploid olusumuna aracilik ettigi de belirtilmistir.

Aragtirmamiz TTK gen ekspresyon miktarinin meme kanserli kadinlarin
normal meme dokusu ile timorli dokusu arasindaki miktarini karsilastirmak
amaciyla yapilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, TTK gen ekspresyon miktari
tiimorlii dokularda bakilmis ve ekspresyon miktar1 fazla bulunmustur. Ama hastanin
kendi normal dokusu ile tiiméorlii dokusu arasindaki TTK gen ekspresyon miktari
farkina bakilmamistir. Bizde yaptigimiz c¢alismada hastanin kendi normal meme
dokusu ile tiimorlii dokusu arasinda fark olup olmadigini arastirdik. Calismamiz, 30
hastadan almman normal ve tiimorlii dokuda TTK ct degerlerinin farklilasmasi
bagimsiz orneklem t testi ile karsilastirilmistir. Teste iligskin yokluk hipotezi “Hp.b:
Normal doku ve tiimorli dokuya ait TTK ct degerleri arasinda fark yoktur.”
seklindedir. Normal dokudan elde edilen 34,243 TTKct ortalamasi ile tiimorli

dokudan elde edilen 35,774 ortalama TTK ct degerleri arasindaki matematiksel fark,
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0,01 6nem diizeyinde istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (Sig.=0,00<0,01).
Ortalamalar aras1 fark incelendiginde, tiimorlii dokuya ait TTK ct degerlerinin

normal dokudaki degerlerden yiiksek oldugu saptanmistir.

Sonug olarak, meme kanserli hastalarda TTK gen ekspresyonunun, normal
dokudan yiiksek oldugu saptanmis ve TTK genindeki degisimin meme kanseri

etyolojisinde 6nem arz ettigi kanisina varilmstir.

Giliniimiizde kanserin tedavisinde kullanilan diagnostik, paragnostik
belirteglere ek olarak yeni tedavi edici yaklasimlar i¢in hedef molekiil arayislart hizla
devam etmektedir. Literatiirde, TTK gen ekspresyonu inhibisyonunun kanser

tedavisinde kullanilabilirligi iizerine ¢caligmalar dikkat cekmektedir.

Bizim g¢alismamizda ortaya koydugumuz; meme kanserli dokularda, kendi
normal meme dokusuna gore TTK gen ekspresyonu artisi, meme kanseri tedavisinde

ortaya konabilecek yeni molekiillerin tespitinde, bir yol gosterici olabilir.
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