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OZET

Meme kanseri, kanser nedeniyle olusan Olumler arasinda akciger kanserinden
sonra ikinci sirada yer almaktadir. Heterojen bir hastalik olan meme kanseri, hlcre
buyumesi ve gelisimini saglayan oOnemli hucre yolaklarini etkileyen genetik
degisimler ile ¢gok adimli bir sure¢ sonucu ortaya c¢ikar. Calismamizda, meme
kanserli Turk kadin hastalarda, birgcok timor gelisimine neden olan Ras proto-
onkogenine ait genlerden H-ras kodon 12 ve 61, K-ras kodon 12 bélgesindeki gen
degisimlerinin saptanmasi amaclanmistir. Calismada kullanilan kan materyalleri,
Ankara Universitesi Tip Fakultesi Radyoloji ve Patoloji Anabilim Dal’nda meme
kanseri tanisi konmus 100 hasta ve 100 saglikli bireylerden elde edilmistir. Elde
edilen kan orneklerinden DNA izolasyonu yapilarak H-ras kodon 12 ve 61, K-ras
kodon 12'deki nokta mutasyonlari, PCR-RFLP yontemi kullanilarak arastirildi.
Calisma sonucunda elde edilen veriler, IBM SPSS 22.0 paket programiyla
istatistiksel olarak degerlendirildi. K-ras kodon 12, H-ras kodon 12 ve 61'de
herhangi bir mutasyon tespit edilemediginden istatistiksel olarak “p” degeri
bulunamadi. Sonug olarak, diger toplumlarda meme kanserli bireylere ait ras gen
profilleri belirlenmis olmasina karsin, Turk toplumunda daha énceden bdyle bir
c¢alismanin olmamasi nedeniyle literatire katki saglayacagi dusunulmektedir.

Bilim Kodu : 203.1.104

Anahtar : Meme kanseri, H-ras, K-ras, kodon 12, kodon 61, PCR-
Kelimeler RFLP.
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ABSTRACT

Breast cancer is second among deaths due to cancer after lung cancer. The
breast cancer that is a heterogenic disease arise from a multiple process which is
associated with genetic alterations affecting important cell pathways providing cell
growth and development. In the present study, we aim to determine gene
alterations in codon 12 and 61 of H-ras gene and codon 12 of K-ras gene among
genes related Ras proto-oncogenes which lead to development of several tumors
in Turkish female patients with breast cancer. Blood materials obtained from 100
healthy and 100 patients diagnosed with breast cancer in this study are provided
by the department of Radiology and the department of Pathology, Faculty of
Medicine in Ankara University. As processing DNA isolation from the blood
samples, the point mutations in codon 12 and 61 of H-ras gene and codon 12 of K-
ras gene are researched by PCR-RFLP methods. The datas obtained from this
study are statistically evaluated by IBM SPSS 22.0 software. p-value is statistically
not found becase of no mutation in codon 12 and 61 of H-ras gene and codon 12
of K-ras gene. Consequently, although ras gene profiles regarding patients with
breast cancer in several population are determined, it is thought that this study will
contribute to literature because of previously no relevant studies in Turkish
population.
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1. GIRIS

Global bir problem olan meme kanseri, kadinlarda gorilen tum kanserlerin
yaklagik dortte birini olusturmaktadir. 1975 yilinda her 11 kadindan biri meme
kanseri tanisi alirken, bugiin bu sayi her 8 kadindan 1’e diismektedir [1]. insidansi
degisik bolgelerde yasa, cinsiyete, irka, aile dykusine ve sosyo-kulturel yapiya

gore degismektedir [2-5].

Meme kanser gelisimi, cesitli onkogenlerin ve tumoér baskilayici genlerin
degisimiyle meydana gelen c¢ok basamakl bir sureci kapsar [6]. Onkogenler,
hdcrelerin blyume, ¢ogalma, farklilasma, sinyal iletimi, apoptoz gibi birgok
hicresel mekanizmada iglev goéren proto-onkogenlerin mutasyona ugramis
formlaridir [7-9].

Tum insan tumorlerinin %30 kadarinda ras genlerinde aktivasyona yol acan
mutasyonlar, insan timarlerinde en sik gortlen onkogen anomalisidir [7, 8, 10]. Bir
proto-onkogen olan ras geni, hucre membraninin i¢ yuzeyine lokalize olmus,
GTPaz (Guanozin trifosfataz) aktivitesine sahip 21.000 Dalton (p21) agirliginda
olan hucresel buyume kontrolunden sorumlu ras proteinini kodlar [7, 11, 12]. Bu
protein, GAP’ler (GTPaz aktive edici proteinler) tarafindan GTP (Guanozin
trifosfat) baglandiginda “acilir (aktif)” ve GDP’ye (Guanozin difosfat) hidroliz
edildiginde ise “kapanir (inaktif)” [7, 13]. Hicre digindan gelen bir sinyalle ras
proteini aktifleserek, hicre icerinde fosforillenme selalesinin baslamasina neden
olur ve bdylece plazma membranindan nukleusa sinyal iletilir [7, 14]. Bu sinyal
sayesinde cesitli hiicresel olaylar diizenlenir. insan timérlerinde siklikla bulunan
H-ras (Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog, K-ras (Kirsten rat sarcoma
viral oncogene homolog) ya da N-ras (neuroblastoma rat sarcoma oncogene
homolog) onkogenik mutasyonlari bu sinyal yolaginin normal akibetini bozmasiyla
bilinirler, boylece timoér gelisimine sebep olurlar [10]. Bazi mutasyonlar GTP
hidrolizini engelleyerek anormal Ras-GTP formlarinin hicre igerisinde birikmesine
yol acarak kontrol disi hucre proliferasyonuna ve tumdrlesmeye neden olurlar.
Amino asid degisikligine neden olan bu somatik mutasyonlar, siklikla ras

proteininin 12, 13 ve 61’inci amino asidlerinde degisiklige yol acgarlar [7].
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Ras gen mutasyonlarinin insan meme kanserlerinde nadir olarak goruldigu rapor
edilmistir [6]. Ras genin mutant formlari ¢ogunlukla meme kanseriyle iligkili
olmamasina karsin (<%5), hiperaktif ras proteininin meme kanser buyumesi ve
gelisimini tesvik edebildigine dair deneysel kanitlar dikkate degerdir [15]. Yapilan
literatlr taramalarina gore, Kaliforniya’da yapilan bir ¢alismada, 40’1 invaziv primer
meme tumord, 7’si lenf nod ve deri metastazli, 9'u metastatik efizyon ve §’i
kurulmus meme kanser hicre hatti 6rneklerinden K-ras, H-ras ve N-ras kodon 12,
13 ve 61 bdlge mutasyonlari arastiriimistir. Sonucta, 40 primer timorden birinde
K-ras kodon 13 mutasyonu, 9 metastatik efuzyondan birinde K-ras kodon 12
mutasyonu ve 5 hicre hattindan ikisinde K-ras kodon 12 ve 13 mutasyonu
saptanmigtir. Bu gercevede, ras gen mutasyonlarinin insan meme kanserinin
inisiasyon ya da metastatik progresyonunda nadir olarak iligkili oldugu sonucuna
varilimigtir [16]. Yunanistan'da yapilan galismada da, parafin-gdmuli 65 primer
meme karsinomlu doku pargasi orneklerinden yaptigi K-ras ve H-ras kodon 12
mutasyon c¢alismasinda, 65 timoér orneginden 8’inin (%12,3) K-ras kodon 12
mutasyonu tasidigini ancak H-ras mutasyonu tasimadigini bulmustur. Sonucta, K-
ras mutasyonunun meme tumor gelismesiyle dusuk ylzdeli de olsa iligkili
olabilecegi varsayilmistir [17]. Yine Yunanistan'da yapilan baska bir galismada ise,
61 insan sporadik meme kanser tumor orneginde K-ras kodon 12 mutasyonu
analiz edilmistir. 61 timdr érneginden 4’Unde (%6,5) K-ras kodon 12 mutasyonu
saptanmigtir. Calisma sonucunda, K-ras kodon 12 nokta mutasyonu ve
klinikopatolojik parametreler arasinda bir korelasyon olamayacag: fikri 6ne
surilmastir [6]. Amerika’da yapilan calismada da, insan meme epitelyal
hicrelerinin radyasyon-uyarimh neoplastik transformasyon stresince H-ras kodon
12 ve kodon 61 mutasyonlart arastinimig ve kontrol hucre hattiyla
karsilastinldiginda ayni dozlarda uyariimig hicre hatlarinda H-ras kodon 12 ve
kodon 61’de cesitli tiplerde nokta mutasyonlarinin varligi tespit edilmistir. Sonug
olarak, radyasyon-uyarimi ile H-ras genindeki tek nokta mutasyonlarin anormal
ekspresyonlara neden olarak neoplastik surecin ve insan meme malignensilerinin
gelisimine katki sagladigi sonucuna varilmigtir [18]. Hollanda’da yapilan
arastirmada ise, 40 insan meme kanser hdcre hatlarinda, timdér formasyonunda
onemli olan PTEN, PIK3CA, KRAS, HRAS, NRAS ve BRAF gen mutasyonlari
arastirimis ve 40 hucre hattindan 7’sinde (%18) sekiz etkili RAS gen mutasyonlari
saptanmigtir. Bu hicre hatlarindan besinde farkli KRAS (G12C, G12D, G12R,
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G12V ve G13D), ikisinde HRAS G12D ve birinde NRAS Q61R mutasyonu
bulunmustur [19]. Ispanya’da yapilan bir baska galismada, 35 FFPE triple-negatif
meme timorlerinde EGFR ve KRAS Gly12Ala, Gly12Asp, Gly12Arg, Gly12Cys,
Glyl2Ser, Glyl2Val ve Glyl3Asp mutasyonal durumlari analiz edilmistir ve analiz
edilen tumorlerin timunde KRAS onkojenik mutasyona rastlaniimamistir [20].
Cin’de yapilan bagka bir calismada ise, meme kanserli Cin’li kadin hastalardan
143 FFPE timoru toplanmis ve EGFR, KRAS gen mutasyonlari arastirilmistir.
Sonugta, 143 hastadan 1’inde (%0,7) KRAS Gly12Asp mutasyonu tespit edilmistir
[21]. Yine Cin’de yapilan bir g¢aligmada, 120 meme kanserli hasta Uzerinde
yaptiklari ¢calismada 120 vakadan tumor ornekleri toplanmigtir. PIK3CA, AKTA1,
BRAF, EGFR, HRAS ve KRAS genlerinden 22 mutasyon tlaranidn caligiimasi
hedeflenmistir. Deney sonucu 120 o6rnekten 3 (%2,5) inavizv duktal meme
karsinomada evre | KRAS G12C, evre Il KRAS G13D ve evre lll KRAS G13D
mutasyonu tanimlanmistir. HRAS geninde mutasyona rastlaniimamistir [22].
Bununla birlikte, Almanya’daki calismada, 65 triple-nagatif meme kanser
vakasindan elde edilen timor érneklerinde, hedeflenebilir terapide prediktif marker
olabilecegini dusundugu EGFR, KRAS ve BRAF mutasyonlarini arastirmistir.
Ancak, herhangi bir mutasyona rastlamamistir [23]. Buna karsin, Brezilya'da
yapilan arastirmada, neoadjuvan kemoterapi tedavisi gecgirmis meme kanserli
hasta kadinlarda hormon reseptdr ekspresyonu, HER2 ve MYC genleri ile protein
durumlari ve KRAS kodon 12 mutasyonlari degerlendirilerek, meme kanseri igin
prognostik veya prediktif marker bulabilmeyi amaclamiglardir. 116 ileri evre invaziv
duktal karsinomaya sahip kadin bireylerden tumoér ornekleri toplaniimigtir.
Mutasyonel analizler sonucunda, KRAS mutasyonu 1/49 (%2) luminal A’da, 1/5
(%20) luminal B'de, 4/23 (%17,4) HER2 asiri eksprese edilmis timdorlerde ve 3/39
(%7,7) triple-negatif tumodrlerde tanimlanmistir.  Sonug¢ olarak, KRAS
mutasyonunun evre 3 tumodrlerde bir risk faktoru oldugu, ayni zamanda KRAS
kodon 12 mutasyonlarina sahip meme tumorlerinde kotu prognoz varligina isaret
ettigi ve HER2 asiri ekspresyonuyla iligkili oldugu ifade edilmistir [24]. Ayrica,
Avustralya’da Kafkas kadinlar Uzerinde yapilan meme kanseri genetigi ile ilgili
calismada, 50 bazal-benzeri ve 57 triple-negatif olmak Utzere toplam 107 meme
kanseri tumorlerinde, iglerinde KRAS ve NRAS’Inda oldugu toplam 19 onkogende
238 hedef mutasyon arastirmiglardir. Yaptiklari arastirmaya gore, 107 hastadan
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bazal-benzeri olanlarin birinde KRAS G12C (%0,9) digerinde ise NRAS G13R

(%0,9) olmak Uzere toplam iki mutasyon bulunmustur [25].

Yapilan bu ¢aligmalardan yola ¢ikarak galismamizda Turk populasyonunda mutant
ras genlerinin, fiboroadenom ve invaziv meme karsinomlarinda meme kanser
gelisimi acgisindan incelenmesi amacglanmigtir. Calismamizda kan materyali
kullanilarak, meme kanserli hastalarda H-ras geninin kodon 12 bélgesi ve kodon
61 bodlgesi ile K-ras geninin kodon 12 bdlgesindeki mutasyonlar arastirilip,

sonuglar istatistiki olarak degerlendirilerek ilgili gen degisimleri ortaya konulacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

Yapisal olarak memede, salgi yapan hicreler tarafindan olusturulan lobul adi
verilen birimler bulunmakta ve bu lobullerin birlesmesiyle de olusan loblar
bulunmaktadir. Lobduller birbirlerine sut kanallari ile baglanmakta ve bu sut
kanallari da meme basina dogru gittikge birlesmektedirler (Sekil 2.1). Meme
kanseri, loblller ya da sut kanallarindaki hucrelerin kontrolsiz ¢ogalmalari ile
gelismektedir. Lobulllerden kaynaklanan kansere lobller karsinom, sut

kanallarindan meydana gelen kansere ise duktal karsinom adi verilmektedir [26].

Lobdller

Loblar

Sut Kanallari

Toplama
Kanal

Sekil 2.1. Memenin fonksiyonel komponentleri [27]
2.1.1. Epidemiyoloji
Bugln her 8 kadindan 1’'inde gértilen meme kanseri, dinyada kadinlar arasinda

en sik gorulen ve kanser Olum sebeplerinden en yaygin olan (2012'de 522 000
0lum) bir kanser tipidir [1, 2]. Amerikan Kanser Dernegi’'nin tahminine gore, bu
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oranin yuzyilin sonunda 7 de 1 olacagi ileri surulmektedir [28]. Dinya c¢apinda
meme kanseri gortilme sikligi her yil ortalama %0,5 oraninda artmaktadir. WHO
(World Health Organization) ve IARC’In (International Agency for Research on
Cancer) ortak raporuna gore 2012 yilinda dinyada 1.7 milyon kadin meme kanseri
tanisi almistir. Bununla birlikte, bes yil dncesinde meme kanseri tanisi konmus 6.3
milyon kadin hala yasamini stirdirmektedir. 2008'den bu yana tahminlere goére

meme kanser insidansi %20’den daha fazla, mortalitesi ise %14 artmistir [29].

Turkiye'de ise meme kanser insidans dagilimi farkl bolgelerde cografik, ekonomik,
sosyal, kulturel faktorlerden dolaylr degismektedir. Turkiye’nin bati bolgesindeki
meme kanser insidansi (50/100.000) “Bati tarzi yasam” dan dolayi (erken menars,
ge¢ menapoz, ilk dogum yasi >30, az emzirme vs) dodu bdlgesine gore iki kat
daha fazladir. Saglik Bakanligi kaynaklarinin tahminlerine gore, 2007-2012 yillar

arasindaki meme kanserli hastalarin sayisi gizelge 2.1°de gosterilmigtir [2].

Cizelge 2.1. Yillara gére meme kanserli kadinlardaki tahmini rakamlar [2]

2007 44.253

2008 45.696

2009 47.205

2010 48.809

2011 50.399

2012 51.990
2.1.2. Etiyoloji

insanlarda meme kanserinin nedeni tam olarak bilinememektedir. Meme kanseri,
cevresel ve genetik faktorler arasinda gucli bir bagin oldugu karmasik ve
multifaktoriyel bir hastaliktir. Son yapilan arastirmalar kadinlarda meme kanserini
tetikleyen faktorlerin  ne oldugunu bulmaya yoneliktir. Genetik, hormonal,
sosyobiyolojik ve psikolojik etkenlerin meme kanseri olusumunda rol aldigi kabul
edilmekle beraber, meme kanserli kadinlarin %70-80’i bu risk faktorlerine sahip
degildir. Degisik ajanlarin mutasyonlara neden olarak kanserin ortaya cikisi ve
gelisimi ile yakindan iligkili oldugu dusunulmektedir. Yeni g¢alismalar en énemli

belirleyici faktorun genetik oldugu yonundeki bilgileri dogrular niteliktedir [30].
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Meme kanserinin hangi nedene bagl olarak ortaya c¢iktigi halen tam olarak
bilinmemesine ragmen, tim dunyada yapilan arastirmalar sonucunda bazi
Ozelliklere sahip olan kadinlarda meme kanseri gortlme riskinin daha ylksek
oldugu belirtiimekte ve bu o6zelliklere de kisaca “risk faktori” adi verilmektedir.
Bircok risk faktoru ile baglantili olan meme kanserinin, risk faktorlerinin azalmasina
ve artmasina gore, gorulme sikhgr da farklilik gdstermektedir. Kadinlarda meme

kanseri gorulme riskini artiran bu risk faktorleri su sekilde siralanmaktadir [26].

Cinsiyet

Sadece bir kadin olmak meme kanserinin gelisimi icin en buylk risk faktértudur.
2012 yihinda Amerikan kadinlarinda 190 000 kadar yeni invaziv meme kanser
vakasi ve 60 000 non-invaziv meme kanser vakasi saptanmistir. Erkeklerde meme
kanseri gelismesine karsin, tim meme kanser vakalarinin %1’inden daha az
meydana gelmektedir. Yaklasik olarak 2 000 meme kanser vakasi 2012 yilinda

Amerikan erkeklerinde tanimlanmigtir [5].

Yas

Meme kanseri i¢in en guglu risk faktorl (cinsiyetten sonra) yastir. Yasa bagh risk
cizelge 2.2°de gosterilmistir. Bu tahminler 2008 insidans ve &lum verilerine
dayanmaktadir [31].

Cizelge 2.2. Yasa bagl olarak gelisen meme kanserli kadinlarin risk tahmini,
Birlesik Krallik, 2008 [4]

Yas Yakalanma Riski
29yas . 2000de1
39 yas 215'te 1
49 yas 50’de 1
59 yas 22'de 1
69 yas 13'te 1

Yasam suresi riski 8'de 1
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Bir kadinin meme kanserine yakalanma olasiligl yasami suresince artar, meme
kanserlerinin ¢ok buyuk bir kismi menopozdan sonraki yillarda goérulur. Amerika
Birlesik Devletlerinde meme kanserlerinin %95%’i, 40 yasin Ustindeki kadinlarda
goralir [28]. Ornegin, “American Cancer Society” e goére, invaziv meme
kanserlerinin 8de 1’i, 45 yasindan daha geng¢ kadinlarda gelismektedir. Buna
kargin, invaziv meme kanserlerinin 3’te 2'si, 55 yas ve ustl kadinlarda
bulunmaktadir. Aslinda, yaslanma sureci meme kanseri icin en buyuk risk
faktoradar. Cunki uzun yasadigimizda vicudumuzda genetik hasar (mutasyonlar)
icin ¢ok fazla firsatlar dogmaktadir ve yasa bagh olarakta, vicudumuzda genetik

hasar tamirinin de yetenegi daha da azalmaktadir [5].

Irk

Beyaz kadinlarda, Afrikali Amerikan, Hispanik ve Asyali kadinlara gére meme
kanseri biraz daha fazla gelisebilir. Ancak, Afrikan Amerikan kadinlarda gencg yasta

cok daha agresif, cok daha ileri-evre meme kanseri daha fazla gelisebilir [5].

Meme kanseri riskini etkileyen tUreme faktorleri

Menars yasi

Menarsta erken yas meme kanserinin artmis riski ile tutarli bir sekilde iligki
icerisindedir. Menarsta 5 yillik gecikmenin riskteki tahmini azalisi %22'dir [32].
Geligmis Ulkelerde ortalama menars yasi, 19. yuzyilin ortalarinda yaklasik 16-17
iken, buguin 12-13 yasa dusmustur [4]. Erken yasam donemlerinde iyi beslenme

menars yasini dusurmektedir [32].
ilk dogum yasi
Daha gen¢ dogum yapan kadinlarda meme kanseri olma riski daha dusuktuar.

Geligmekte olan meme kanserinin relatif riski, geciken her bir yil icin %3 kadar
arttig1 tahmin edilmektedir [33].



Dogurganlik durumu (Dogum Sayisi)

Dogum meme kanserinin riskini azaltmaktadir. Meme kanser riski tam sureli
hamilelikte %7 kadar azalmaktadir ve dogum vyapan kadinlar dogum
yapmayanlara gére %30 daha dlslik riske sahiptir [33]. ikiz dogum yapan kadinlar
tek dogum yapan kadinlarla karsilastirildiginda meme kanseri riskinde %215

azalma gosterilmigtir [34].

Gelismis Ulkelerdeki kadinlar, daha az gelismis ulkelerdeki kadinlara gore artmis
meme kanseri riskine sahiptirler. Bu varyasyonun buyuk bir kismi, gelismis
ulkelerdeki kadinlarin ortalama daha az ¢ocuk sahibi olma ve sinirli emzirme

suresi ile agiklanabilir (Sekil 2.2) [33].

1-1 4

R | e et

Emzirmeyen
kadinlar

@
©
L

Relatif Risk
Q
)
|

Emziren

Q@
~
|

kadinlar
0-6 —
o]
I | | I 1
1 2 3 4 =5
Dogum Sayisi |

Sekil 2.2. Emzirme hikayesi ve dogum sayisina goére dogum yapmis kadinlarda
meme kanserinin goreceli riski [33]

Emzirme

Emziren kadinlarla emzirmeyen kadinlar karsilastirildiginda, emzirenlerin meme
kanserine yakalanma riski daha azdir. Uzun sltre emziren kadinin meme kanseri

riski emzirmenin her 12 ayi i¢in %4 kadar azalmaktadir (Sekil 2.3) [33].
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Relatif Risk

Relatif Risk
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Emzirme suresi (yil)

Sekil 2.3. Emzirme hayati sUresince iligkili olan dogum yapmis kadinlarda meme
kanserinin goreceli riski [33]

Menopoz yasi

Ge¢ menopoz meme kanser riskini artirir. Ayni yasta menopoz gegirmis kadinlar,
pre-menopozlu kadinlara gére daha diisuk meme kanser riskine sahiptir. Menopoz
yas riski (dogal veya cerrahi ile uyariimis), her bir yil icin yaklagik olarak %3 kadar
artar ki 45 yasinda menopoz gegirmis bir kadin 55 yasinda menopoz gegirmis

kadinlara goére hemen hemen %30 daha yUksek riske sahiptir [35].

Meme dansitesi

Meme dansitesi, meme kanseri riski ile gok siki bir sekilde iligkilidir. Meme dokusu
yag, bag doku ve epiteliyal dokudan olusmaktadir. Yag dokusunun yuksek oranda
bulundugu memeler daha az yogun olarak tanimlanir. Yuksek yogunluklu
memelere sahip kadinlar, daha az yogun memelere sahip kadinlara gére hemen
hemen 5 kat daha fazla meme kanser riskine sahiptirler. Meme dansitesi,
menopozal durum, agirlik ve ¢ocuk sayisi ile etkilenir, buna karsin en 6nemli

determinantin kalitsal oldugunu gosteren bazi kanitlar vardir [35].
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Ailede Meme kanseri oykisu

Bir kadinin ailesinde meme kanseri oykusu bulunmasi, kendisinde de meme
kanseri gelismesi olasiligini artirmaktadir. Aile bireyleri arasinda genetik ve
cevresel faktorlerin ortak olugsuna baghdir. Birincisi spesifik bir genetik defektin
dogrudan dogruya kalitimla gecmesi, ikincisi ise cevresel faktorlere dayali bir
edilim olmasidir. Genellikle meme kanserlerinin %10-15’i aile dykusuyle iligkilidir
[28].

Daha 6nce meme kanseri gecirmis olmak

Meme kanseri gegiren bir kadinda, yasami boyunca ikinci bir meme kanseri
gorilme olasihgr %25-30'dan fazla degildir. invaziv kanser nedeniyle mastektomi
yapildiktan sonra Oteki meme izlenirken, ayni memede kanser ortaya ¢ikma riski
her yil igin %0.5-1°dir [28].

Birinci memedeki kanseri memenin tUmunU eksize etmeyen bir ameliyatla
cikardiktan sonra ayni memede ikinci bir kanser gelisme olasiligi, diger memede
kanser gelismesi olasihgi kadardir. Ancak, bu bdyledir diye konservatif ameliyat
yerine mastektomi tercih etmek de gerekmez, clinkl 6teden beri, 6teki memede

kanser olugsmasi olasiligini distinerek bilateral mastektomi yapiimamistir [28].

Hormonlar

Endojen hormonlarin yuksek seviyelerinin meme kanseri riskini artirdigi hipotezi
One surtlmastir. Calismalar, Ostrojen ve testosteron seviyeleri ¢ok yuksek olan
post-menopozal kadinlarin, dusuk hormon seviyeli kadinlara goére riskinin 2-3 kati
oldugunu gostermistir [36]. Bu hormonlarla pre-menopozal meme kanseri riski
arasindaki iliski cok acgik degildir. Prolaktin hormonun yuksek seviyeleri 6zellikle
Ostrojen-reseptor-pozitif timdrlerde, meme kanser riskinin artisiyla ile iligkilidir [4].
Hormon replasman terapisi almayan kadinlarda insulinin ¢ok ylksek seviyeleri,
post-menopozal meme kanserinin artmis riski ile iligkilidir [37]. Cok yuksek insulin
seviyeleri ve meme kanseri arasindaki baglanti, meta-analizlerde go0sterilen

diabetli kadinlar igin meme kanserinin risk artisi %20 olarak acgiklanabilir [38].



12

Onceki meme hastalii

Guclu aile dykusline ve non-proliferatif meme lezyonlu kadinlar meme kanseri
riskinde %60 artigsa sahiptir. Ancak, aile 6ykisu olmayan kadinlar igin risk artisi
yoktur [39]. Selluler proliferasyon bulunan kadinlar igin riskin orta siddete (1,6 kat)
artmis oldugu kabul edilmektedir. Proliferatif patternin atipik hiperplazi ile birlikte
oldugu kadinlarda ise risk daha da ¢ok artar (4,4 kat) ve eger boyle kadinda meme

kanseri aile dykusu de varsa riskin dramatik bigimde (9 kat) arttigi bildirilmistir [38].

Disiuk Vitamin-D seviyesi

Aragtirmalar, vitamin-D seviyeleri dusuk kadinlarda meme kanseri riskinin ¢ok
daha ylksek oldugunu gostermigtir. Vitamin-D normal meme hicre buyume
kontrolinde rol oynayabilmekte ve meme kanser hicre gelisimini
durdurabilmektedir [5].

Cevresel faktorler

Diyet

Cesitli Ulkelerde insidans farklarini aciklayabilmek icin birgok c¢evresel faktor
incelenebilse de, en cok ele alinan, diyetle ilgili faktérler olmustur. Onemli risk
faktorii olarak diyet konusunda ¢ok fazla tartisiimistir [28]. Ulkeler arasinda meme
kanser oranlarindaki buyUk farkhliklarin gbzlemlenmesi, diyetsel yagin asiri
aliminin kadinlarda meme kanseri igcin 6nemli bir risk faktori oldugu hipotezini 6ne
surmektedir [40]. Deneysel c¢alismalarda, yagdan zengin diyetle beslenen
sicanlarda meme kanseri insidansinin yuksek oldugu gorulmustur. Buna ek olarak,
yine yapilan laboratuvar galismalarinda, yag miktari yiksek ya da algak olsun,
alinan total kalori miktarinin yuksek olugunun insidansi artirdigini gostermistir [28].

Cok miktarda meyve alimi meme kanser riskinde kugUk bir azalmayla iligkilidir.
Meta analizler, antioksidan ve Ilif icerikli meyvelerin bu azalmadan sorumlu

olabilecegini gostermigtir [41].
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Viicut agirhgi

Sismanlik ile meme kanseri riskinin, yas ve menopozal duruma gore degisen
bicimde karmasik bir iligkisi vardir. Menopoz sonrasi donemde vucut agirhgi
arttikga, meme kanseri riskinin de arttigi gosterilmistir. Ayrica, puberteden
ergenlige kadar, giderek kilo alan kadinlarda, 6zellikle yasamin Gguncu dekadinda

kilo alanlarda, meme kanseri riskinin arttigi bildirilmistir [28].

Boy uzunlugu

Meme kanseri riski ile boy uzunlugu arasinda bir iliski oldugu gosterilmigstir. Post-
menopozal kadinlarda uzun boyluluktaki meme kanserinin artmis riski, boyda her
5 santimetrenin artist hemen hemen %7’lik relatif risk artisiyla ile
iliskilendiriimektedir [42]. Bu sonu¢ milyonlarca kadin c¢alismalariyla son
zamanlarda konfirme edilmis olup, boyda her 10 santimetre artisi icin meme

kanserinin riskinde %17’lik bir artisin oldugunu da gostermistir [4].

Alkol tiiketimi

Meme kanseri riski ile alkol tiketimi arasinda c¢ok gugcli bir bag vardir. Cesitli
calismalarin sonuglarina bakildiginda, gunlik alinan alkol miktarinin artigiyla relatif

riskin de arttigr gorulmektedir [28].

Sigara

Sigara icmenin meme kanseri riskini hem artirdigi hem de azalttigi bildirilmistir.
Azalmanin nedeni olarak sigara igenlerde serumda ve idrarda &strojen
seviyelerinin azalmasi gosterilmistir. Riskin arttigini gosteren galismalar ise, bunun
sigara dumanindaki cesitli karsinojenlerle (N-nitrozaminler, arsenik, benzen,
heterosiklik aminler, izopren gibi) iligkili oldugunu ileri stirmustur [28]. 2011 yilinda
ABD’de yapilan bir galismada, sigara icen kadinlarin risk artisi icmeyenlerle
karsilastirildiginda %10-20 civarindadir [43].
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Radyasyon

ionizan radyasyon meme kanseri icin belirlenmis bir risk faktoriidir [44]. Bu etki
maruziyet yasiyla guclu bir sekilde iligki icerisindedir, yani ¢gok daha gen¢ yasta
radyasyona maruz kalinma, riskin asiri derecede artisina neden olmaktadir. Son
yillarda yapilan galismalar, 30 yasindan once Hodgkin lenfoma igin gogusine
radyasyon terapisi uygulanmig kadinlar igin ikincil meme kanseri gelisimini 12-25
kat arttigini gostermistir [45]. 10-29 yaslari arasinda pnémoni veya tuberkuloz icgin
gogsune diagnostik x-isinlari alan kadinlarin ise, meme kanser riskinin 3 kat arttigi
tespit edilmigtir [44]. Toraks duvarina yuksek dozda ionizan radyasyon meme
kanseri riskini ciddi bir sekilde artirmaktadir. Ancak, mammografik ekipman son
yillarda ¢ok degismis ve ¢ok guvenli hale geldiginden dolayi mamografiden de
korkulmamalidir [28].

Genetik

Meme kanserinde genetik degisimlerin ¢cogu sadece kanser hucrelerinde
gozlenirken (sporadik), daha az siklikla da germ hucrelerinde meydana gelen
genetik degisimlerle de maligniteler kaltsal 6zellik tagimaktadir. Tumoérgenezde
birden fazla role sahip olan genler arasinda onkogenler (ras, c-myc, cerbB-2 (veya
HER2/neu) genleri), timor baskilayici genler (p53, BRCA1, BRCA2, nm23 genleri)

ve apoptozda ro

2.2. Meme Tiimérlerinin Patolojik Ozellikleri

2.2.1. Benign epitelyal timorler

Fibroadenoma ¢ogunlukla geng¢ hastalarda (20-35 yas) gorilmekle birlikte her
yasta olabilen sik gorulen bir benign meme tumorudur [47, 48]. Bu lezyonlar
hamilelik slresince buyurler ve kadin yaslandikga kugulme egilimindedirler.
Fibroadenomlarin ¢ogunun caplari 5 cm’den kiguktir ama daha buylk lezyon
tipleri de gorulebilir. Fibroadenomlar, mikroskobik olarak hem glandiler hem de

stromal elemanlarin proliferasyonuyla karakterizedir (Sekil 2.4) [48].
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Fibroadenoma

Sekil 2.4. Fibroadenom [49]

2.2.2. Malign epitelyal timorler

Meme malignensilerin %95’ten fazlasi epitel elemandan kaynaklanir ve karsinom
olarak isimlendirilir [48]. Meme karsinomlari genel olarak iki ana kategoriye
ayrilirlar: 1) Non-invaziv ya da in-situ karsinomlar 2) invaziv karsinomlar. Ayrica,
bunlar da duktal ve lobiiler seklinde de iki majér gruba ayrilirlar [48,50]. in situ
karsinomda malign epitelyal hucreler bazal membranla gevrili duktus ve asinuslar
icinde sinirli olmasina karsin, invaziv (infiltratif) karsinomda neoplastik hicreler
bazal membrani asarak stromaya invazyon gostermektedir. Bu sebeple invaziv
karsinomlar, kan ve lenfatik damarlari invaze ederek bolgesel lenf dugumlerine ve
uzak organlara metastaz yapabilme kapasitesine sahiptir [50]. Meme timorlerinin

sik histolojik tipleri Cizelge 2.3’te gdsterilmigtir.
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Cizelge 2.3. Meme tumdrlerinin siniflandiriimasi [48]

Epitelyal Tumorler

Benign

Fibroadenoma

Adenoma

Intraduktal papilloma

Malign

In situ karsinoma

In situ duktal karsinoma
In situ lobular karsinoma

Invaziv karsinoma

V.
V.

Ozel karakterde olmayan invaziv duktal karsinoma

Lobular karsinoma

Tubdler karsinoma

Kribriform karsinoma

Musin6z karsinoma

Medullar karsinoma

Papiller karsinoma

Mikropapiller karsinoma

Apokrine karsinoma

Juvenil veya sekretuar karsinoma

Metaplastik (sarkomatoid) karsinoma

Ozel klinik belirtileri olan karsinoma

Meme baginin Paget hastaligi

inflamatuar karsinoma
Fibroepitelyal Tumorler

Philloides timorleri

Mezenkimal TUmorler
Benign
Granular hucreli timor

Myofibroblastoma

Malign

Sarkomlar

Hematopoietik Tumorler

Meme disi malign neoplazmlardan olan metastazlar
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Noninvaziv Karsinomlar

Duktal Karsinoma In Situ (DCIS)

Duktal karsinoma in situ (DCIS), meme st kanalinda abnormal htcrelerin
bulunmasidir (Sekil 2.5) [51]. Histolojik olarak, kiglk duktuslardaki epitelin
proliferasyonu ile karakterizedir [52]. Bu lezyon komsu stromaya invazyonu
olmayan malign hlicre populasyonundan olusur, fakat hicreler duktal sistem
boyunca da yayilabilirler [48]. DCIS’li meme kanserli kadinlarda invaziv meme

kanseri gelisme olasiligi 5 kat daha fazladir [52].

Normal Kanal

Duktal Karsinoma In Situ

Invaziv Meme
Kanseri

Sekil 2.5. Duktal karsinoma in situ ve invaziv duktal karsinoma [53]

Lobiiler Karsinoma In Situ (LCIS)

Memenin terminal duktal lobdler Unitelerinden kaynaklanan monomorfik hicre
populasyonlarinin proliferasyonuyla karakterizedir [48, 52]. Histolojisi, lobuller
genis ve yuvarlak nukleuslu, nispeten dizgun, yuvarlak, kiguk-orta boy hicrelerdir
(Sekil 2.6). Bir lobuler karsinoma in-situ tanisi almis kadinin invaziv lobuler

karsinom olma olasiligi 3 kattan daha fazladir [48].
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Lobtler karsinoma in situ
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Sekil 2.6. Lobuler karsinoma in situ [54]

invaziv Karsinomlar

invaziv Duktal Karsinom

Tim invaziv meme karsinomlarin %70-80 kadarini olusturur [48]. invaziv duktal
karsinom tipik olgularda duzensiz sinirli, sekil ve boyutlari degisken nitelikte olup
cevre stromaya dogru ince uzantilar olugturur. Tumoér kan ve lenf damarlarinda
invazyonlar olugturabilir [30]. Bu tur karsinomlar tipik olarak Ostrojen reseptoru
(ER) ve progesteron reseptort (PR) pozitif olup, HER-2/neu (c-erbB-2)

overekspresyonu gostermezler [50].

invaziv Lobiiler Karsinom

ikinci en sik tipte invaziv karsinom tipidir ve bitiin invaziv meme karsinomlarin %5-
15 kadarini olusturur [55, 48]. Cevre doku sinirlari daha dizensiz timérlerdir [30].
Bu tur karsinomlar kiiguk, nispeten duzgun hucrelerin stromaya tek bir htcre blogu
veya normal duktuslarla lobdller arasinda konsantrik bir tarzda yayilan
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proliferasyonuyla karakterizedir [48]. %70-95'i Ostrojen reseptorl, %60-70’i
progesteron reseptoru pozitif olup, pleomorfik tip disinda HER-2/neu genellikle
negatiftir [50].

2.3. Meme Kanserinde Hormonal ve Bulyime Faktoru Reseptorleri

Meme kanser tipinin degerlendirimesinde 6zellikle meme kanserli hastalarda
Ostrojen reseptér (ER), progesteron reseptér (PR) ve Her2 durumlarini dogru
belirleyen biomarker testleri kullaniimaktadir [56, 57]. Biomarkerlar prognostik,
prediktif veya her ikisi de olabilmektedir. Bununla birlikte, meme kanser
hastalarindaki ER ve PR hormon reseptorlerinin ekspresyonu zayif prognostik

belirte¢ ancak gugclu prediktif biomarkerdir [56].

ER seviyesi yas ile hemen hemen dogrusal olarak artarken, PR dlzeyleri daha
cok menopoz durumu ile iligkilidir. Genellikle, ER hastaliksiz sagkalim igin kuvvetli
prediktif deger tasimakla birlikte, PR olasilikla hastalik niksi durumunda endokrin
tedaviye daha iyi yanit gostergesi oldugundan, genel sagkalimla iliskili
bulunmaktadir [30]. Meme kanser hastasinin tumérid ER ve/veya PR eksprese
ederse, invaziv meme kanserlerinin yaklasik %70’inde goruldugunden, tamoxifen

gibi endokrin terapiden yararlanabilecegi tahmin edilebilmektedir [56].

Son on yilda prognostik ve prediktif dederi en ¢ok arastiriimis bluyume faktoru
reseptoéri HER2/neu (insan Epidermal biyiime faktérii 2) reseptéridir. HER2/neu
reseptord, normal meme epitelyal ve miyoepitelyal dokusunda dusUk seviyede
eksprese edilir [30]. HER2 geninin amplifikasyonu meme kanseri hastalarinin
yaklasik %25’'inde gorulir ve tumor hucrelerinde reseptdr proteininin  agir
uretilmesine neden olur. Bu asiri Uretim ile meme kanseri hastalarinin hastalik
seyri, daha kisa dmur uzunlugu da dahil olmak Uzere, bu anormalligi gostermeyen
hastalara goére daha kotudir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda, HER2
proteinine kargi monoklonal antikor gelistirilerek asiri Uretimin baskilanmasi

amagclanmaktadir [13].
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2.4. Meme Kanserinin Molekiiler Genetigi

2.4.1. Onkogenler

HER?2/neu gen ailesi

17g21’de lokalize olan insan epidermal blyume faktor reseptor-2 (HER2/neu)
proto-onkogeni intrinsik tirozin kinaz aktivitesine sahip 185 kDa agirhginda bir
transmembran glikoproteini kodlar [58]. HER2 gen amplifikasyonu ya da protein
asirl ekspresyonu insan meme kanserinin %20-30’'unda rastlaniimigtir. HER2
eksprese eden hicreler proliferasyon, morfolojik olarak diferensiasyon ve
migrasyon/invazyon gibi ¢cok siddetli biyolojik yanitlara sahiptirler. Buna ek olarak,
HER2'nin asirn ekspresyonu ileri-evre meme kanseri ve kot prognozun artmig
riskiyle iligkilidir. HER2 klinik agidan 6énemli bir biyobelirtectir ve meme kanseri
terapi hedefidir [59, 60].

Myc

Myc (myelocytomatosis oncogene) sarmal-donus-sarmal/lésin fermuar super aile
genlerinin bir GOyesidir. Kromozom 8qg24’'te lokalizedir ve Max proteiniyle
heterodimerizasyon oldugunda hedef DNA dizilerine baglanan bir DNA-bagh
proteini kodlar ve ¢ok sayida genlerin transkripsiyonunu indukler. Myc hicre siklus
kontroli, diferensiasyon, adhezyon ve apoptoz dahi bircok hicresel
mekanizmalarda rol oynar. Primer meme timodrlerinde Myc amplifikasyonunun
rapor edilmis frekanslari %4-41 arasinda degiskenlik gosterir ve invaziv timdorlerde
bu oran invaziv olmayan tumodrlerle karsilastiriidiginda daha ylksektir.
Amplifikasyon seviyesi 3’'ten 18 gen kopya sayisi arasinda gogunlukla degiskendir.
Myc amplifikasyonu meme kanseri hastalarinda timaér buyukligu ve lenf nodlarina
metastatik yayilimiyla, erken hastalik rekurensi ve kotu prognozla koreledir [13,
58].
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Siklin D1 ve siklin E

G; siklin proteinleri hiicre déngusunun G;-S fazi boyunca hicrenin progresyonunu
dizenler. Siklin E tarafindan takip edilen siklin D1’in ardisik aktivasyonu
fosforilasyon yoluyla pRB1’in inaktivasyonuna neden olur ve hicreye S fazina
gegcis icin izin verir [61]. Cesitli calismalar meme tumorlerinin yaklasik %50’sinde
siklin D1 proteininin asir eksprese edildigini rapor etmistir. Siklin E asin
ekspresyonu meme tumorlerinde genellikle duguk siklin D1 ekspresyonu ve ER
negatif durumuyla iligkilidir. Ek olarak, siklin E asiri ekspresyonu meme kanseri

hastalarinda kotl proznozla da koreledir [58].

Ras

Ras ailesi proteinleri GTP bagh veya GDP bagli formlari ile iki konformasyon
arasinda gidip gelen, 21 kDa (p21) agirhginda bir salter proteindir. Bu sayede,
hicre icerisindeki cesitli proteinleri etkiler ve onlarin da konformasyonlarinin
degismesine ve fosforilenmelerine yol agarak hicre igi sinyal iletimi tetiklenir [7].
Ras geninin onkogenik 6zellik kazanmasi asiri ekspresyon veya nokta mutasyonu
ile olur. Ras mutasyonlari meme kanserlerinde sik gorulmemekle birlikte, selim
fibrokistik, fiboroadenom ve karsinomlu Kkisilerde yapilan c¢alismada ras gen
ekspresyon seviyelerinin selim meme dokularindan c¢ok karsinomlarda daha
yuksek olduklari bildirilmigtir [46].

2.4.2. Tumor baskilayici genler

ps3

p53 mutasyonlari insan kanserlerinde genis bir spektruma sahiptir. p53 geni
kromozom 17p13.1 bolgesinde lokalizedir. 393 kodon igerir ve 53 kDa
blyukliginde nulklear bir fosfoprotein kodlar. DNA hasarini takiben buylime
arestini ya da apoptozu saglayan genlerin transkripsiyonunu aktive eden p53
proteini “genomun gardiyan!” olarak tanimlanir. insan meme kanserlerinin %20-
40’inda p53 gen mutasyonlari gorulmektedir. p53 germline mutasyonlu bireyler (Li-

Fraumeni sendromu) yuksek meme kanseri ve diger malignensi risklerine
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sahiptirler. Dokuda mutant p53 pozitifliginin tespiti, %80-90 oraninda meme

kanserlerini dogrular niteliktedir [46, 58, 62].

BRCA1 ve BRCAZ?

BRCAL (Breast cancer 1) ve BRCA2 (Breast cancer 2) genlerinin tanimlanmasi
meme patogenezininin anlasiimasi yolundaki ilerlemelerde ¢ok onemli bir yere
sahiptir. BRCA1 ve BRCA2 tim otozomal dominant ailesel meme kanserlerinin
%80-90’Indan sorumludur. Genomik DNA’da 100 kb yer kaplayan BRCA1 geni,
kromozom 17g21’de lokalizedir ve 1863 amino aside sahip bir proteini kodlar.
Ailesel meme kanser vakalarinin %45'den sorumludur. BRCA1 gen Urinu DNA
onarimini, apoptoz ve hicre siklus kontrolini saglar. BRCA1 proteini DNA onarim
proteini Rad51, timor baskilayici p53, RNA polimeraz Il holoenzim, RNA helikaz
A, c-myc, BRCA2 proteini gibi birgok hucresel proteinlere baglanir. BRCA1'de
meydana gelen mutasyon bu kompleksin kompozisyonu etkileyebilmektedir ve
fonksiyonlarinin  disregulasyonu  sonu¢ olarak  malignensi  gelisimiyle
sonuglanabilmektedir. Azalmig BRCA1 mRNA seviyelerinin meme ve ovarian
kanser gelisimiyle iligkili oldugu ve ileri-evre meme tumorlerinde azalmig BRCA1
protein ekspresyonu rapor edilmigtir. BRCA2 geni ise kromozom 13q12-13’te
lokalize olmustur ve 26 kodlayici ekzonu olan, 3418 amino asid kodlayan 10 254
baz ciftli kodlayici diziye sahip BRCA2, BRCA1'den daha buyuktir. BRCA2
proteini de BRCA1 gibi, transkripsiyonel regulasyonda ve DNA tamirinde rol oynar.

Meme kanseri vakalarinin %35’inden sorumludur [62-64].

Rbl

Rb1 (retinoblastoma) protein (pRb) énemli hiicre siklus duzenleyicisi olarak islev
gorar [58]. G; evresinde, Rb E2F'ye baglanarak S evresi genlerinin
transkrisiyonunu engeller. Hicre bélinme igin sinyal aldiginda Rb fosforillenir ve
E2F’ye olan ilgisi azalarak Rb-E2F kompleksinden ayrilir. Serbest kalan E2F
proteini S evresi gen ifadesini etkinlestirir [65]. Meme tumorlerinin %15-20’sinde

RB1 mutasyonu veya azalmis protein ekspresyonu gorulur [58].
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INK4A/p19°RF

INK4A siklin-bagimli kinaz inhibitor, siklin-bagimli kinazlar ve D siklinlere baglanir
ve inhibe eder. pRb’nin hipofosforilasyon sonucu G; fazinda hicre siklus
inhibisyonu gerceklesir. Alternatif splays degisimiyle INK4AA (CDKN2A/p16) geni,
hiicre siklus arestini indiikleyen ikinci bir protein olan p19**Fyi kodlar. Timor

hiicrelerinde p16 ekspresyon kaybi p19°R™

ye go6re daha yaygindir. p16
fonksiyonunun kaybi delesyonlar, nokta mutasyonlari ya da promoter
hipermetilasyonuyla  olusabilmektedir. Primer meme tumoérlerinde p16

mutasyonlari nadir gérulmektedir [58].

PTEN

MMAC1 (mutated in multiple advanced cancers 1) ya da TEP1 (TGFpB-regulated
and epithelial cell-enriched phosphatase 1) olarakta bilinen PTEN (Phosphatase
and tensin homolog) geni kromozom 10qg23’te lokalize olmustur [48, 64]. PTEN,
fosfoatidilinositol 3-kinaz (PI 3-K)-aracili buyume sinyal yolaginda ve anoikiste rol
oynamaktadir ve hicre adhezyonunun negatif regllasyonunda, migrasyonda ve
tumor invazyonunda da iligkili oldugu gosterilmistir. PTEN lokusundaki
heterozigozite kaybi ileri-evreli invaziv meme karsinomalarinin ve meme kanser

hlcre hatlarinin %29-50’sinde rapor edilmistir [58].

p21

Kromozom 6qg21’de lokalize olan p21 G;3-S hlicre arestinde bunun yaninda G;-M
faz gecisinde aracilik etmektedir. P21 gen mutasyonlari meme kanserlerinde
nadirdir. ileri-evre meme timérlerinde p21’in asiri ekspresyonu rapor edilmistir
[58].

ATM

Kromozom 11qg22-q23’te lokalize olan ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) geni
[66] resesif olarak kalitilir. Mutant iki allel hastalik gelisimine yol acar. Meme
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kanserinde bir mutant allel tasiyanlarda riskin ¢ok yuksek oldugu gosterilmistir. Bu

gen, toplumdaki meme kanserlerinin %2-7’sinden sorumludur [46].

2.4.3. Metastaz baskilayici genler

E-kaderin (CDH1- Cadherin-1)

E-kaderin a,B ve y-katenin araciligiyla aktin sitoskeletona tutunmasiyla bir hiicre
adhezyon molekulu olarak islev goren bir transmembran glikoproteinidir.
Fonksiyonel E-kaderin ya da kateninin kaybi metastatik progresyonu artirmaktadir.
Heterozigozite kaybinin ylksek frekansi (%50) 16g24°’teki CDH1 lokusunda meme
timérlerinde rapor edilmistir. ilaveten, invaziv duktal meme karsinomalarinin

yaklasik olarak %50’sinde CDH1’in azalmis ekspresyonu gorulmektedir [58].

Nm23 (NME1 ve 2)

nm23-H1 (Nucleoside Diphosphate Kinase 1-NME1) ve nm23-H2 (NME2) genleri
kromozom 17q21.3 bdlgesinde lokalizdir ve nukleosid difosfat kinaz A ve B'yi
kodlar. Bu proteinler ATP kullanarak nukleosid difosfatlarin fosforilasyonunu
kataliziemede gorevlidirler. NME1 ve NME2’nin azalmig ekspresyonu bazi meme

timorlerinde ve hiicre hatlarinda ¢ogunlukla metastatik fenotiple iligkilidir [58].

2.4.4. Hiicre sagkalim ve hucre o6lim yolaklari

Telomeraz

insan kromozomlari u¢ kisimlarinda TTAGGG DNA sekans tekrarlari icerirler [67].
Hucre replikasyonun duzenlenmesinde ve genom butinlugunin korunmasinda
onemli iglevlere sahiptir. Telomerlerin uzunlugu hucre bolinme sayisiyla azalir. Bu
uzunluk kritik bir dizeye indiginde hlcreler senesense girer ya da apoptoz baglar.
Kisalmig telomer uzunlugu siklikla genom instabilitesine neden olur, htcre-siklus
kontroli bozulur ve kanser karakterize edilir [68]. Telomeraz ters transkriptaz
(TERT), telomeraz RNA (TERC) ve diskerinden meydana gelen bir

ribonukleoprotein kompleksi olan telomeraz, telomerlere TTAGGG tekrarlarini
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ekleyerek uzamasini saglayan bir niklear enzimdir [67, 68]. Cogu normal insan
hlcresi telomeraz aktivitesinden noksan olmasina ragmen, Ureme hucrelerinde ve
somatik kok hucrelerinde telomeraz ifade edilmektedir [67]. Telomeraz ifadesi
erken karsinogenez boyunca dusuktur ancak kanser hucreleri senesense ve
apoptoza giristen kagctiklari i¢cin timor invazyonunda dnemli derecede artmaktadir
[68]. Telomeraz aktivitesinin meme karsinomalarinda %90’inin Uzerinde arttigi
rapor edilmistir [58,68]. Cesitli calismalar ylUksek telomeraz aktivitesinin meme

kanserinin kotl prognozuyla iligkili oldugunu gdstermistir [68].

Apoptoz-iliskili genler

Apoptoz ya da programli hucre olumunun inhibisyonu kanser gelisiminde onemli
rol oynamaktadir. Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), Bax (Bcl-2-associated X protein),
Bcl-X ve digerlerini kapsayan Bcl2 ailesinin bazi Uyeleri normal memede eksprese
edilmektedir. Birgcok calisma Bcl2 ailesi proteinlerin meme kanserinde degisiklige
ugradigini  gostermistir. Anti-apoptotik bir protein olan Bcl2 meme tumor
dokusunda siklikla eksprese edilmektedir. Bcl2 ailesinin pro-apoptotik bir Gyesi
olan Bax'in ekspresyon kaybi meme tiumorlerinde rapor edilmistir ve kemoterapi
cevabinin yetersizligiyle iligkilidir ve metastatik meme hastalikli kadinlarda

sagkalim daha kisadir [58].

2.5. Hiicre Sinyal iletimi ve Kanser

Hicbir hicre izole yasayamaz. Canli organizmanin iglev ve yeteneklerine sekil
veren hucresel haberlesme, tum hudcrelerin temel bir 6zelligidir [13]. Hucre digi
kaynakli sinyallerin hucre igi bir cevaba donusturen olaya sinyal iletimi ya da sinyal
aktarimi denir [13, 69]. Organizmada bulunan sinyal Ureten hicreler, hicre disi
sinyal molekdillerini sentezleyip salgilarlar. Ortama salinan sinyal iletim molekdlleri,
sadece ilgili reseptdru iceren hedef hiicrelerle etkileserek 6zgun bir yanit olusturur
[13].

insan Genom Projesi’nin verilerine gére, insan genomunda bulunan yaklasik 32
000 genin %?20’si, hucre sinyal iletiminde rol alan proteinleri kodlamaktadir. Bu

sinyal iletim proteinler; hlicre membraninda yerlesen reseptorleri, G-proteinleri ve
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sinyal ileten enzimleri kapsamaktadir. Sinyal iletimi sirasinda protein
fosforilasyonunu saglayan protein kinazlar, membran yerlesimli olanlar ve

sitoplazmik tirozin kinazlar olmak tGzere iki ana gruba ayrilirlar [70].

Karsinogenezin temelinde, buyumenin kontrolu, hicrenin yaglanmasi ve
farklilagsmasi gibi birgok biyolojik olaylari etkileyen mutasyonlarin kademeli olarak
biraraya gelmesi yer almaktadir. Boylelikle tiumor huacreleri hizli ve sinirsiz
cogalma, cevre dokulara yayillma gibi birgok fenotipik 6zellikler kazanir. Proto-
onkogenlerin ve tumor baskilayici genlerin seri mutasyonlari, hdcrenin malign

fenotipik 6zellik kazanmasina katkida bulunur [70].

Codu kanser turinde sinyal proteinlerini ve sinyal iletimi yollarini hedef alan
onkojenik mutasyonlara siklikla rastlaniimaktadir. Hucre sinyal iletiminde meydana
gelen bu degisimler, hicrenin ¢ogalma ve/veya sagkalim iglevlerinin kontrolinu
ortadan kaldirarak onkojenik sinyal iletimi aracigiyla tumor gelisimi ile

invazyon/metastaz olaylarinin gerceklesmesini saglamaktadir [70].

2.5.1. Ras geni

1970’lerin sonu ve 1980’lerin basinda yapilan kesifler, sigan-kaynakh Harvey ve
Kirsten kemirgen sarkoma retrovirUslerinin ras (rat sarkoma virds) olarak
adlandirilan ortak genlerin vasitasiyla kanser patogenezine katki sagladiklarini
gostermigtir. Bundan kisa bir sure sonra, gen transferi, DNA dizileme ve DNA
haritalamadaki gelismis tekniklerin kullanimi, insan tumor patogenezinin yaninda
deneysel transformasyonda da kilit rol oynayan ras genlerinin belirlenmesine yol
acmistir [71]. Bu ¢alismalan takiben, bazi viral genlerin homologlarinin fare ve
insan hucrelerinde de bulundugu ortaya ¢ikmistir [7]. Bu homologlar, Harvey ve
Kirsten viral ras genleri veya H-ras ve K-ras olarak, protein isimleri ise Ha-Ras
veya H-Ras ve Ki-Ras veya K-Ras olarak adlandiriimistir [72]. Bu ¢alismalardan
sonra, ras genlerinin onkogenik aktivitesine dair ilk ipuglari, yapilan mesane,

akciger ve kolon kanseri hlicre hatti calismalarinda elde edilmeye baslanmigtir [7].
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H-ras geni, kromozom 11’in kisa (p) kolunun 15.5 pozisyonunda, 532 241 b¢'den
535 560 b¢’'ye kadar olan kisimda lokalizedir. 3 319 kb agirhgindadir (Sekil 2.7)
[73].

1154
1pi52

1142
T4

Mpiiiz

Tglzz

1qis4

11ql43

Tgezs

1241

Sekil 2.7. H-ras geninin sitogenetik lokasyonu [73]

K-ras geni, kromozom 12’in kisa (p) kolunun 12.1 pozisyonunda, 25 205 245
b¢'den 25 250 922 b¢'ye kadar olan kisimda lokalizedir. 45 677 kb agirhgindadir
(Sekil 2.8) [74].

18p1ze

1zpizi
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Sekil 2.8. K-ras geninin sitogenetik lokasyonu [74]
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H-ras, K-ras ve N-ras genleri G domaini (1-165 amino asit) boyunca oldukga
benzer. K-ras geni, C terminalindeki alternatif splayzingden dolayi K-ras4A ve K-
ras4B olmak Uzere iki farkli forma sahiptir. ilk 85 amino asit tim 4 proteinde
aynidir ve guanozin difosfat (GDP) ve guanozin trifosfata (GTP) baglama
bolgelerini belirler. G domaini; GTP’nin y-fosfatini baglayan P-ilmegi (fosfat-
baglayan ilmek, 10-16 amino asit), Ras regulatorlerini ve efektorlerini baglamayi
regule eden salter | (32-38 amino asit) ve salter II'yi (59-67 amino asit) igerir.
Sonraki 80 amino asit (85-165), %85-90 dizi benzerligi gosterir. C-terminal
degisken domaini (165-188/189 amino asit) ise H-ras, N-ras, K-ras4A’daki anahtar
sisteinlerin palmitoilasyonunu ve C-terminaldeki CAAX (C, sistein; A, alifatik amino
asid; X, terminal amino asit-metiyonin ya da serin) motifteki (CVLS, CVVM, CIIM
ve CVIM) her bir izoformun farnesilasyonunu iceren post-translasyonel
modifikasyonlari boyunca membran lokalizasyonunu belirler. Bununla birlikte, K-
ras4B’nin membran lokalizasyonu da CVIM motifine yakin lizinlerin (KKKKKK)

uzamasiyla saglanir (Sekil 2.9) [75].

Degisken
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Sekil 2.9. Ras genlerinin dort izoformu [75].
Ras gen promoterlari TATA veya CCAAT elementleri icermezler, bunun yerine

hizmetgi genlere ait karakteristik goklu G/C kutularini igerirler. Bu G/C elementleri
Sp1l transkripsiyon faktorunun baglanmasinda iliskili oldugu gosterilmigstir [76].
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2.5.2. Ras protein yapisi ve iglevi

Ras gen ailesi Uyelerinden (H-ras, K-ras ve N-ras) Uretilen proteinler GTPaz'lardir
[73, 74]. Bu genler, 188-189 amino asid uzunlugunda [77], 21 000 Dalton (p21)
molekuler agirliginda monomerik yapida olduk¢ca benzer proteinler kodlarlar [13,
72, 75, 78]. Ras proteinlerinin G¢ boyutlu katlanmasina dair ayrintili bilgiler 1990
yiinda GDP- ve GTP-bagh Ras proteinlerinin yapilarinin kristallografik
belirlemelerle elde edilmistir (Sekil 2.10). Tim Ras proteinlerinin G¢ boyutlu
katlanma yapilari, on ilmek dizisiyle birbirine baglanan bes a-heliks ve alti sarmalli

B-tabakalarindan olusmaktadir [71].

inaktif Ras Aktif Ras

Salter |

Salter Il Salter I

Sekil 2.10. Ras proteinin U¢ boyutlu yapisi. Kirmizi ve yesil renkte gosterilen
nukleotid-duyarl salter | ve salter Il bolgeleri. GTP ve GDP nukleotidleri
top yapisi seklinde gosterilmistir [71].

p21 proteini, karboksil terminaline bagli farnesil molekllinden dolayl plasma
membraninin i¢ yluzeyinde lokalizedir [78]. p21 proteinleri, sitoplazmik oncul pro-
Ras proteinleri olarak Uretilir ve biyolojik olarak tam aktif olmak icin gesitli post-
translasyonal modifikasyonlara gerek vardir [77]. Ras proteininin hicre
membranina konumlanabilmesi igin, mutlaka farnesiltransferazla (FTaz)
farnesillenmeli (H-,K- ve N-Ras) ya da geranilgeranil transferazla (N- ve K-Ras)

geranilgeranillenmelidir. Farnesilasyon ve geranilgeranilasyon islemde, CAAX
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motifinin sistein rezidlisune FTaz, farnesil difosfat (FDP) transfer ederken, GGTaz-
| (geranil-geraniltransferaz tip-I), geranil-geranildifosfat (GGDP) transfer eder [77,
79]. GGTaz-l tercihen X rezidlisu |6sin olan proteinleri preniller, ancak substrat
spesifiteleri kesin degildir [77]. Ras tercihen farnesilasyona ugrar, ancak
farnesilasyon inhibitérintin varliginda N-Ras ve K-ras4 geranilgeranilasyona
ugrayabilir [71, 79]. Farnelisyonda, prenilasyon isleminden sonraki basamakta,
Rce1 endonukleaz (Ras-donusturtct enzim 1) —AAX tripeptidi pargalar ve lcmt
(izoprenilsistein karboksil metiltransferaz) o anda terminal farnesillenmis sisteini
(O-Me) metiller [80]. iki palmitoilasyon bolgesine sahip H-ras ile tek palmitoilasyon
bdlgesine sahip N-ras palmitoiltransferaz (PTaz) aracihgiyla palmitoilasyona ugrar.
Bununla birlikte, K-ras palmitoilasyondan bolgesinden yoksundur (Sekil 2.11).
Palmitoilasyonun plazma membran mikrolokalizasyonunda bir role sahip oldugu
disunilmektedir [71, 79]. islemin tamamlanmasi ancak uygun Ras lokalizasyonu

ve fonksiyonu ile saglanir [81].
Membran- @C-OMG %
bagh, aktif -

ICMT @

C
RCE1 @ K-r:nassylz N-
| alternatif

@C AAX prenilasyonu

GGTaz-I

Eill- 7= | PP GePP

Sitozolik, .‘« I CAAX GGTaz1 b=

inaktif

Sekil 2.11. Ras post-translasyonel islemi ve membran baglantisi [82].
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Aktif p21-Ras proteini, hicre digindan gelen g¢esitli molekuler sinyalleri, hicresel
proliferasyonu ve farklilagsmayi kontrol eden birtakim yolaklar araciliiyla nukleusa
ileterek diger hlcresel genlerin aktivasyonunun gergeklesmesini saglar [69, 78].
Hucre disindan gelen sinyal reseptor tirozin kinaza (RTK) baglanarak aktiflestirir.
Aktive olan RTK’lara baglanan SH2 (Src Homology 2) domaini ve Ras guanin
nukleotid-degisim faktori (GEF) olan Sos’a (son of sevenless) baglanan iki SH3
(Src Homology 3) domaini iceren GRB2 (Growth factor receptor-bound protein 2)

adaptor proteini Ras’i uyararak hicre sinyal iletimini baslatir (Sekil 2.12) [13].

GDP Sos, Ras’den GDP’nin ayrilmasini

tesfik eder; GTP baglanir ve aktif
GTP Ras Sos’dan ayrilir

Sinyal iletimi

Sekil 2.12. Reseptor tirozin kinazlara ligand baglanmasini takiben Ras’in
aktivasyonu [13].

Ras ailesi proteinleri, GTP-bagli ya da GDP-bagh formlar ile iki konformasyon
arasinda gidip gelerek hucre igi c¢esitli proteinleri etkiler ve onlarin

konformasyonlarinin da degismesine ve fosforillenmelerine yol acarak sinyal
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iletimini tetiklerler [7]. Ras proteinleri GTP-bagh iken aktif durumda, GDP-bagh
konformasyonda ise inaktif durumdadir [80]. Inaktif halden aktif hale sinyal
uyarimli déntsum, salter proteinden GDP’nin uzaklastirimasina neden olan bir
guanin nukleotid-degisim faktort (GEF) ile yuratalur. GEF proteinleri, Ras-GDP ile
etkilegir ve GDP’nin proteinden ayrilmasiyla, hucre i¢i konsantrasyonu yuksek olan
GTP’nin baglanmasina olanak tanirlar (Sekil 2.13). Boylelikle, GTP, Ras
proteininin en az iki korunmus bdlgesinde konformasyonal bir degisimi uyararak
(salter | ve salter Il) akis-asagi diger sinyal proteinlere baglanmasina ve aktive
olmasina olanak verir. Proteinin igsel GTPaz aktivitesi ve Ras’a baglanan GTPaz
aktive edici proteinler (GAP) ile GTP, GDP ve Pyiye hidrolize edilir, boylece salter |
ve salter II'nin yapisal dontisumu aktif formdan inaktif forma geri déner [7, 13].
GAP, buyume faktorlerin mitojenik etkisini inhibe ederek, sinyal iletim akisinin
durmasini saglar [83]. GTP’nin hidroliz hizi, salter proteinin aktif konformasyonda
kalma ve sinyali akis-asagi iletebilme suresininin uzunlugu ile dizenlenir. Hidroliz
hizi yavasladi§inda, proteinin aktif halde kalma stiresi artar. GTP hidroliz hizi, hem
GAP hem de G protein sinyali yapan proteinlerin duizenleyicisi ile ayarlanir ve
hidroliz hizi artar. G protein aktivitesinin ¢ok sayidaki duzenleyicisi hicre disi

sinyaller yoluyla dizenlenir [13].

O

GDP

“KAPALI”

v

HUCRE iCi ETKI

Sekil 2.13. Ras ailesi G-proteinlerin iglevsel donguleri [7]
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GTP-bagli Ras proteinleri, sinyal yolaginin alt basamagindaki efektor proteinlere
dogrudan baglanarak bu proteinleri aktif hale gecirirler. Bilinen Ras efektorleri
genel olarak ug¢ gruba ayrilir: 1) RAF (Rapidly accelerated fibrosarcoma ve MAPK
(Mitogen-activated protein kinase)/ERK (Ekstrasellller sinyal-reglle edici kinaz)
kaskadindaki efektorler, 2) P13-K (Fosfoinositid 3-kinaz) kaskadindaki efektorler, 3)
Cesitli degisik fonksiyonlara sahip Ras efektorleri (Sekil 2.14) [7].

Y PRI — BT
: Diger
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e

Akis-asag!
1 yolaklar
|
l Akis-asagi
ERK/MAPK yolaklar
Sitoplazma

/ Nukleus \
\“n

Sekil 2.14. Ras efektor yolaklari [84]

Ras/Raf/MEK/ERK sinyal yolagi

Ras/Raf/MEK/ERK kaskadi, hlcre ylzey reseptorlerinden gen ekspresyonunu
regule eden transkripsiyon faktorlerine kadar olan kisimda sinyallerin iletimini
saglar [85]. ERK (Extracellular signal-regulated kinase) Ras onkoproteininin major
efektoru olarak islev goren bir MAPK'dir. MAPK yolaklari efektor kinazi aktive eden
ve fosforilleyen (MAPK) ara bir kinazi (MAPKK), dolayisiyla bunu da aktive eden
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ve fosforilleyen baslangigc-GTPaz-duzenleyici kinazi (MAPKKK) icerirler [86].
Sirasiyla, Ras, Raf serin/treonin kinazlari fosforiller, boylece MEK 1 ve 2 (mitogen-
activated protein kinase kinase) kinazlar fosforillenir bu da ERK 1 ve 2Yi
fosforillenmesini saglar. Fosforillenmis ERK nukleusa transloke olur ve hicre
proliferasyonunu saglayan cesitli transkripsiyon faktorleriyle iligkiye girer (Sekil
2.15) [87].

Ras/Raf/MEK/ERK yoladi Bad (Bcl-2-iligkili 6lim promoter), kaspaz 9 ve Bcl-2
dahil apoptotik duzenleyici molekullerin post-translasyonel fosforilasyonuyla
apoptozun regulasyonunu derinden etkiler. Hucre tipine ve uyarimina bagli olarak
bu yolak, apoptoz ve hucre dongusu progresyonunu duzenleyen onemli sinyalleri
iletir [85].

Buyume Faktoru

Reseptor

Sekil 2.15. Ras/Raf/MEK/ERK sinyal yolagi [88]

Ras/PI3K/PTEN/Akt/mTOR sinyal yolagi

Bir baska onemli sinyal yolagi Ras/PISK/PTEN/Akt/mTOR sinyal yolagidir [87].
Spesifik reseptorlere ligand baglandiktan sonra, PI3K iki mekanizmayla aktive
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edilebilir. Birincisi, reseptorde fosforillenmis tirozin rezidusu PI3K’nin p85 regulator
altbirimi icin kenetlenme bdlgesi olarak hizmet gorir. Bu durum sayesinde,
kompleksin PI3K’'nin diger altbirimi olan p110 katalitik altbirimini kuvvetlendirir.
Alternatif olarak, uygun ligand tarafindan sitokin reseptort aktive edildigi zaman,
Shc (Src homology 2 domain containing) protein, Ras’in aktivasyonuna yol agarak
bir kompleks olusturan Grb-2 ve Sos proteinlerini etkinlestiren reseptore baglanir.
Ras daha sonra membran translokasyonunu ve P3IK'nin p110 altbiriminin

aktivasyonunu indukleyebilir [85].

Aktive olmus PI3K, fosfatidilinozitol 4,5 fosfat'i (PIP2) fosfatidilinozitol 3,4,5 fosfat’a
(PIP3) donasturtr [85]. Fosfotidilinozitit-bagimh kinazlar (PDK’lar) Akt'nin
aktivasyonundan sorumludurlar. Akt, iki rezidinin fosforilasyonu aracihgiyla aktive
edilir, T308 ve S473. PDK1, T308’in fosforilasyonundan sorumlu bir kinazdir ve
Akt'yi aktive eder [89].

Aktivasyondan sonra, Akt nukleusa transloke olabilir ve c¢ok sayida
transkripsiyonel regulatorlerin aktivitesini etkileyebilir: CREB, E2F, inhibitor kappa
B protein kinaz (Ik-K) yoluyla B hucrelerden niuklear faktor kappa B (NF-kB),
transkripsiyon faktorlerinin forkhead ailesi (FKHR-Forkhead transcription factor) ve
p53 aktivitesini regile eden murine double minute 2 (MDM2). Transkripsiyon
faktorlerinin disinda, Akt hicrenin sagkalim durumunu etkileyen ¢ok sayida diger
molekullleri de hedefleyebilir. Pro-apoptotik molekil olan Bcl-2-iligkili  6lum
promoter (BAD) ve glikojen-sentaz kinaz-38 (GSK-3 ). Sonug¢ olarak,
Ras/PI3K/PTEN/Akt/mTOR yolagi Wnt/B-katenin, p53 ve daha bircok baska
yolaklarla iligki icerisindedir (Sekil 2.16) [85, 89].
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Sekil 2.16. PI3K/PTEN/Akt/mTOR sinyal yolagi [70]

ilaveten, bu yolak, PI3K aktivitesinin bliylime-arttirici etkilerini negatif sekilde
dizenlemede hizmet eden fosfatazlari da icerir. PTEN ve SHIP-1/2 (SH2 domain-
containing inositol phosphatase) fosfatazlar PIP3’ten fosfatlari ayirabilmektedir.
Bu fosfatazlardaki mutasyonlar aktivitelerini elimine edeceginden tumor

progresyonuna neden olabilmektedir [85].

Diger ras efektorleri

Yapilan cesitli calismalarda Ras’la iligkili daha bir¢cok efektér oldugu ortaya
konulmustur. Ras benzeri (Ras-like) bir GTPaz olan Ral'in aktivasyonuna yol
acgan bir nukleotid degisim faktéri (RalGEF) olan RalGDS (Guanine nucleotide
dissociation stimulators) proteininin de Ras’in efektorleri arasinda oldugu
gosterilmistir. PLCe (fosfolipaz Ce) proteini Ras’in dogrudan efektérudur. PLCe
aktivasyonu ile fosfatidil-inozitol(4,5)-fosfat'in  inozitol-1,4,5-trisfosfat DAG

(Diagilgliserolya donigsmesine ve bdylece Ca’™ salinimina ve PKC’nin (Protein
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kinaz C) aktivasyonuna yol agmaktadir. Bir diger efektor olan AF-6 (Afadin-6) ise,
aktin ve mikrotubul baglayici protein motifleri tagir ve boylece hucre iskeleti ile
etkileserek hulcrenin polaritesini belirler. Diger taraftan, RIN1 (Ras inhibitor 1),
Ras’a yuksek afiniteyle baglanarak Raf-MEK-ERK yolagina antagonist olarak
caligir. Son olarak diger bir efektor de RASSF’dir (Ras association domain family).
RASSF proteini MST1 ve MST2 (Mammalian STE20-like protein kinase) ile
etkileserek siklin E aktivitesini engeller ve hucre dongusunin durmasina ve

apoptoza yol acar [7].

2.5.3. Ras mutasyonlarinin onkogenezdeki rolu

Ras gen mutasyonlari insan kanserlerinin yaklasik %30’unda gériilmektedir. insan
kanserlerinde spesifik ras genleri, farkli malignensilerde mutasyona ugramistir. K-
ras mutasyonlari pankreatik, kolorektal, endometrial, safra kanali, akciger ve
servikal kanserlerde etkili iken, H-ras mutasyonlari siklikla melanoma ve mesane

kanserlerinde etkilidir [75].

Ras genleri insan kanserlerinde siklikla mutasyona ugramaktadir. Bu nokta
mutasyonlari kodon 12, 13, 59 ve 61’de meydana gelmektedir [90]. Son 30 yilda
farkli insan tumorleri Uzerinde yapilan ¢ok sayidaki ¢alismalarda, ras onkojenik
mutasyona yonelik 2 sicak nokta tanimlanmigtir. Bu sicak noktalar c¢ok iyi
korunmus kodlanan dizilerin sirasiyla kodon 12 ve 61’de lokalizedirler [10]. insan
tumorlerinde, kodon 12'de olusan mutasyon glisin rezidusinu g¢ogunlukla serin,
sistein, arjinin, asparajin, alanin ya da valine donusturur [85]. Prolin hari¢ glisin 12
pozisyonuna herhangi bir amino asitin gelmesi, Ras proteinini biyokimyasal olarak
aktif hale getirir. Kodon 12 mutasyonu sonucu glisinin diger amino asitlerle yer
degistirmesi, Ras proteininin GAP’lere direncli hale gelmesine yol acar (Sekil 2.17)
[75]. Ras’taki glisin degisikliklerinin timud hicre transformasyonuna yol agmakla
birlikte, farkli mutasyonlarin hicre morfolojileri Uzerindeki etkilerinin farkl oldugu
tayin edilmigtir. G12V ve G12R mutant formlar ¢ok etkili transformasyon

fenotiplere sahipken, G12S ve G12D mutantlarinda bu etki daha az belirgindir [7].
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Sekil 2.17. insan kanserlerinde goriilen G12V ve Q61L mutasyonlari GAP-uyarimli
intrinzik GTP hidrolizini bozmaktadir [72]

Glutamin 61 ise GTP hidrolizi icin esastir. Glutamik asit hari¢c bu pozisyondaki
herhangi bir amino asit degisimi hidrolizi bloke eder [75]. Bu tir mutasyonlar, Ras
proteininin GTP aktivitelerini bozarak GAP’lere karsi direng gelisimine neden olur
ve GTP-bagh formda kalan mutant proteinlerin hicrede birikimine yol acar [7].
Boylelikle, yabanil-tip Ras proteini zayif GTPaz aktivitesine sahipken, mutanti
birka¢g kat daha guclu katalitik aktiviteye sahip olmus olur [69]. Bu sayede,
onkojenik Ozellik kazanmis Ras proteinleri, asagiakis efektor proteinlerinin
denetimini ortadan kaldirarak yolagin normal disi c¢alismasina ve kanser
hlcrelerinin kontrolsiz hicre blylumesi, sagkalim, kontrolsiz farkhlasma ve

apoptoza direng gibi 6zellikler kazanmasina yol agarlar [7, 75].
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Denek Grubu

Bu tez calismasinda, Ankara Universitesi Tip Fakultesi Radyoloji Anabilim Dal’'na
tani amaciyla bagvuran, Ankara Universitesi Tip Fakdltesi Patoloji Anabilim
Dalr’'nda tanisi konmus 41’i benign tumor ve 59’u malign timare sahip toplam 100
meme kanserli kadin hasta birey ve 100 kontrol birey olmak Utzere toplam 200
birey g¢alisma grubunu olusturmustur (Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2). Calisma igin
gerekli etik kurul izni, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu'ndan 13/12/2012 tarihinde alinmugtir. llgili kisilerden
gonullit onam formu imzalatilarak alinan 7-8 ml periferik kan, 10 cc’lik mor kapakl
EDTA’lI (Etilendiamintetraasetikasit) tlplere alinmistir. Periferik kandan DNA
izolasyonu iglemi, Ankara Universitesi Fen Fakiltesi Biyoloji Bélimii Molekiiler
Genetik Laboratuvar’nda yapilmistir. PCR-RFLP iglemleri ise Ankara Universitesi
Tip Fakiiltesi immunoloji Anabilim Dal’'nda ve Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi

Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Molektler Genetik Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Deney materyal sayisi

Grup Adi Sayi
Kontrol 100
Hasta 100
TOPLAM 200

Cizelge 3.2. Deneyde kullanilan meme kanserli bireylerin histopatolojik
siniflandiriimasi

BENIGN TUMOR MALIGN TUMORLER

Fibroadenom Duktal Lobiler invaziv invaziv TOPLAM
Karsinoma | Karsinoma Duktal Lobuler
In Situ In Situ Karsinoma Karsinoma
(DCIS) (LCIS)
41 12 - 45 2 100
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3.2. YOntem

3.2.1. DNA izolasyonu

Aragtirmaya dahil olan hasta ve kontrol bireylerinden toplanan periferik kanlardan,

Miller tuz ¢oktirme yontemi kullanilarak DNA izolasyon islemi gerceklestirildi.

Miller tuz coktirme yontemi

1.Gdn islemi;

1.

EDTA’lI tip igersinde bulunan 7-8 ml periferik kan, 15 ml’lik santrifij tipine
konuldu. Uzerine soguk distile su eklenerek 12 ml'ye tamamlandi ve 2-3 dk
hizli bir sekilde calkalandi. Calkalama isleminden sonra 10 dk 2000 rpm’de
oda isisinda santrifiij edildi.

Santrifigasyondan sonra, supernant kismi transfer pipet araciligiyla atilarak
pelet Uzerine distile su ilave edilerek 12 ml'ye tamamlandi ve hizla ¢alkalandi.
Tamamlama igleminden sonra 10 dk 2000 rpm’de santrifuj edildi.

Supernant kisim berrak bir goérinim alana kadar yaklasik 4-5 kez bu iglem
tekrarlandi. Amag, tUm eritrositlerin pargalanarak ortamdan uzaklagsmasini
saglamaktir.

Supernant kisim berraklastiktan sonra atilarak, pelet tzerine 3 ml nuklei lizis
tamponu [1.576 g Tris-HCI (Tris Hidroklorikasit) (Sigma, Almanya), 23.4 ¢
NaCl (Sodyum Kiortr), 0.7 g Na,EDTA (Disodyum Etilendiamin tetraasetik
asit) 1 It distile suda ¢dzdurulur] eklendi ve 15-20 kez tlp alt-tst edildi. Bu
sayede, DNAaZ'lar inhibe edilir ve DNA ¢dzUinur, stabil kalmasi saglanir.
Taplere 150 pl proteinaz K (Applichem, Almanya) ve 200 uyl %10’luk SDS
(sodyum dodesil silfat) (Applichem, Almanya) ilave edildi ve hafifce alt-Ust
edildi. Bu amagla, peptid baglarinin yikilmasi saglanarak proteinlerin
denatlrasyonu, DNaZz’larin inhibisyonu ve membranlarin eritiimesi saglanir.
37°C’de bir gece etiivde inklbe edildi.
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2.Gdn islemi;

1. inkiibasyon islemi sonrasi tiipler 55°C’de 1 saat bekletildi.

2. Tulpler alt-Gst edilerek Uzerine 2 ml, 6 M amonyum asetat (148 g amonyum
asetat 200 ml distile suda ¢ozdurulir) (Amresco, ABD) eklendi ve hizlica alt-
ust edildi.

Tapler 15 dk 3500 rpm’de santrifij edildi.

Supernant baska bir tipe alindi ve Uzerine 12 ml'ye kadar oda isisinda
bulunan absolu etanol (Merck, Almanya) ilave edildi. Boylelikle, DNA'nin
yogunlagsmasi saglandi.

5. Yogunlasan DNA gorunur hale geldiginde, mikropipet ucu araciligiyla 500 pl
distile su konan ependorf tlplere alindi ve 37°C’de bir gece bekletilerek
DNA'nin ¢ozinmesi saglandi.

6. lIzole ediimis DNA, molekiiler analizler igin -20°C’de sakland..

3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu ile H-ras ve K-ras genindeki mutasyonlarin

analizi

Elde edilen DNA'larla, H-ras geninin kodon 12 ve 61 bdlgeleri ile K-ras geninin
kodon 12 bolgesindeki mutasyonlarin arastirilmasi igin polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) yapilmigtir.

Segilen ras genlerinin mutasyon analizi igin kullanilan PZR bilesenleri; amonyum
sulfath  10xTaq tampon c¢dzeltisi (Fermentas, ABD), 2 mM dNTP
(Deoksribonukleotit trifosfatlar) karisimi (Fermentas, ABD), 25 mM MgCl,
(Magnezyum klorur) (Fermentas, ABD), son konsantrasyonu 20 pmol/ul olacak
sekilde seyreltilen Forward ve Reverse primerler (Fermentas, ABD), 5 U/ul, 500 U
Taq DNA polimeraz (Fermentas, ABD) belirli oranlarda kullanilarak PZR sartlar
saglanmis ve son hacim 22,5 ul olacak sekilde ddH,O (Double-distile edilmis su)
ile tamamlanmistir. PZR’de kullanilan bilesenler ve miktarlar Cizelge 3.3’de

gosterilmigtir.
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Cizelge 3.3. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesen Konsantrasyon Miktar
10xTaq tampon ¢ozeltisi 500 U 2,5 ul
dNTP 2 mM 2,5 ul
Forward primer 20 pmol/ul 0,8 ul
Reverse primer 20 pmol/ul 0,8 ul
MgCl, 25 mM 1,5 pl
Tag DNA polimeraz 5 U/ul, 500 U 0,2 ul
DNA 2,5 ul
ddH,0 14,2 yl
Toplam karisim 22,5 ul

3.2.3. Ras genlerinin degisiminde kullanilan PZR kosullari

PZR’de kullanilan ras genlerine ait primer dizileri gizelge 3.4’de gosterilmigtir.

Cizelge 3.4. Ras genlerinin primer dizileri

Ras genleri PRIMERLER

H-ras Codon 61 | Primer F: 5 TGCCTGTTGGACATCCTGGATACCGCC 3’
Primer R: 5 CTGGTGGATGTCCTCAAAAGACTTG 3’

H-ras Codon 12 | Primer F: 5 AGGAGCGATGACGGAATATAAGC 3’
Primer R: 5 GGCTCACCTCTATAGTGGGGTCGTATT &

K-ras Codon 12 | Primer F: 5 TATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCC 3’
Primer R: 5 TCTATTGTTGGATCATATTCGTC 3

Ras genlerine ait polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik ve dongu kosullart;

H-ras kodon 12

96°C — 3 dk

95°C — 1dk

61°C — 1.dk 35 dongu

72°C — 1 dk

72°C — 7 dk

H-ras kodon 61

96°C — 3 dk
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95°C — 1dk

63°C — > 1dk 35 dongu

72°C — 1dk

72°C — > 7 dk

K-ras kodon 12

95°C — 3 dk

94°C ——— 50 sn
57°C —— 50 sn 35 dongu

72°C — 50 sn

72°C— 7dk

PZR sonrasinda elde edilen ¢ogaltiimis oligonukleotidlerin gen Grin bayukligu ve

dizileri Cizelge 3.5’te gosterilmistir.

Cizelge 3.5. PZR sonrasi elde edilen oligonukleotidlerin gen Grin buyukltgu ve
dizileri (primerler sari renk, ilgili kodonlar kirmizi renkle gosterilmistir)

Gen Adi Uriin Gen Dizisi
Blyukligi
H-ras kodon 12 125b¢ | AGGAGCGATGACGGAATATAAGCTGGTGG
TGGTGGGCGCCBBBGGTGTGGGCAAGAG
TGCGCTGACCATCCAGCTGATCCAGAACC
ATTTTGTGGACGAATACGACCCCACTATAG
AGGTGAGCC

H-ras kodon 61 135b¢ | TGCCTGTTGGACATCCTGGATACCGCCGG
CBBABGAGGAGTACAGCGCCATGCGGGAC
CAGTACATGCGCACCGGGGAGGGCTTCCT
GTGTGTGTTTGCCATCAACAACACCAAGTC
TTTTGAGGACATCCACCAG

K-ras kodon 12 101bg | TATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTBBIGGC
GTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCT
AATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGAT
CCAACAATAGA
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3.2.4. Agaroz jel elektroforezi

Calismamizda, ras genlerinin ilgili bolgeleri icin PZR Grtnleri %3’l0k agaroz jelde
yurGtilerek dergerlendirildi. %3’lUk agaroz jel hazirlarken 9 g agaroz (Amresco,
ABD), 300 ml TBE 1X (Tris-base, Borik asit, EDTA) solusyonu ile 300 ml'ye
tamamlandi. TBE 1X solusyonu eldesi igin TBE 10X solisyonunun 1/10 oraninda
ddH,0 ile seyreltiimesi gerekir. TBE 10X solisyonunun hazirlanigi; 109 g Tris-
base (Sigma, ABD), 55,6 g Borik asit (Merck, Almanya), 5,8 g EDTA (Merck,
Almanya) ddH,O ile 1000 ml'ye tamamlanir. %3 oraninda hazirlanan agaroz,
mikrodalga firininda 7-8 dk kaynatildi. Kaynatma isleminden sonra uzerine 15 pl
etidyum bromid (Sigma, ABD) ilave edilerek homojen sekilde karistirildi ve jel
tabagina dokuldu. Jel tabagina uygun taraklar yerlestirildi ve polimerlesmesi igin
yaklagik 45-50 dk beklendi. Polimerlesen jel, tabagiyla birlikte, icinde TBE 1X
solUsyonu bulunan jel elektroforez tankina yerlestirildi. Elde edilen PZR trinlerinin
degerlendirilebilmesi igin GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Fermentas, ABD) marker
kullanildi. istenilen uzunlukta cogaltilan bélgelerin uzunlugunun dogrulugunu
kontrol etmek i¢in 5 pl PZR drtunua, 5 pl Orange G ¢ozeltisi (3,232 g Na,EDTA ve
200 mg Orange G, 60 ml gliserol ve 40 ml ddH,O’da ¢dzduruldu) (Sigma, ABD) ile
birlikte agaroz jel kuyucuklarina yuklendi. Yuklenen ornekler 120 V akimda 30-45

dk kadar yuratulda. Transilliminatérde ultraviole isikta jelin fotograflari ¢ekildi.

3.2.5. Polimeraz zincir reaksiyonu ve restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi
(PZR/RFLP) analizi

PZR bantlar ile dogrulugu kanitlanan ilgili gen drunleri uygun restriksiyon
endoniikleaz enzimleriyle muamele edilerek kesimleri yapildi. lligili genler ve

restriksiyon enzimleri gizelge 3.6’te gosterilmigstir.

Cizelge 3.6. Ras genleri ve restriksiyon enzimleri

H-ras kodon 12 Nael 1000 U (Fermentas, ABD)
H-ras kodon 61 Eael 200 U (New England Biolabs, Birlesik Krallik)
K-ras kodon 12 Mspl 3000 U (Fermentas, ABD)
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Ras genlerinden elde edilen PZR drunleri ile restriksiyon enzim karigimi bir
ependorf tuptinde hazirlandi. Karigimin hazirlanisi; 9,5 yl ddH,0, 2,5 pl enzim
buffer, 1,5 pl ilgili enzim ve 12,5 uyl PZR UrlinU ependorf tiplne eklendi. Kisa sire
santrifiij edildikten sonra 37°C’de bir gece inkiibe edildi. inkiibasyon isleminden
sonra elektroforezde 120 V’de 30-40 dk ydrutuldd ve transilliminatorde jel

goruntulenerek fotograflandi.

3.3. Arastirma Bulgulari

3.3.1. Polimeraz zincir reaksiyonu bulgulari

Hasta ve kontrol gruplarinin DNA molekullerinin ilgili gen bdlgeleri PZR yontemiyle

cogaltildiktan sonra %3’luk agaroz jelde elektroforez yontemiyle kontrolu saglandi
(Sekil 3.1, 3.2, 3.3).

125 beg

Sekil 3.1. H-ras kodon 12 (125 bg) genine ait bolgenin PZR Grinidn %3’luk agaroz
jeldeki goruntusu
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135 be

Sekil 3.2. H-ras kodon 61 (135 bg) genine ait bélgenin PZR drinin %3’lik agaroz
jeldeki goruntusu

101 bg

Sekil 3.3. K-ras kodon 12 (101 bg) genine ait boélgenin PZR Gridnidn %3’luk agaroz
jeldeki goruntusu

3.3.2. Restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi (RFLP) sonuglari

PZR sonucu goruntulenen gen bdlgeleri, ilgili enzimlerle muamele edilerek

kesimleri yapildi ve bant profilleri gortnttlendi.

H-ras geninin kodon 12 bolgesindeki mutasyonun saptanmasi i¢in Nael
restriksiyon endonukleaz enzimi kullanildi. Kesim sonucu homozigot yabanil tip
genotip gosteren bireylerde 85 ve 40 b¢'lik iki bant, heterozigot genotip gdsteren
bireylerde 125, 85 ve 40 bg¢'lik G¢ bant, homozigot mutant genotip gdsteren
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bireylerde ise sadece 125 b¢'lik tek bant gbzlenecektir. Deney sonucu, H-ras
kodon 12’de herhangi bir mutasyon saptanmadi (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5).

Sekil 3.4. H-ras kodon 12 bolgesinin Nael restriksiyon endonlkleaz enzimi ile
tayinini gosteren agaroz jel goruntisu. M—Marker, Nael restriksiyon
endonukleaz enzimi ile muamele edilmis 1— normal birey (85bg)
2,3— fibroadenomlu birey (85 bg), 4—DCIS (85 bg) sahip meme
kanserli hasta birey

85 b¢

Sekil 3.5. H-ras kodon 12 bdlgesinin Nael restriksiyon endonukleaz enzimi ile
tayinini gosteren agaroz jel goruntisu. M—Marker, Nael restriksiyon
endonukleaz enzimi ile muamele edilmis 1,2,3—invaziv duktal
karsinoma (85 bg), 4—invaziv lobuler karsinoma (85 bg) sahip
meme kanserli hasta birey
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H-ras geninin kodon 61 bodlgesindeki mutasyonun saptanmasi icin Eael
restriksiyon endonukleaz enzimi kullanildi. Kesim sonucu homozigot yabanil tip
genotip gosteren bireylerde 103 ve 32 b¢'lik iki bant, heterozigot genotip gosteren
bireylerde 135, 103 ve 32 b¢'lik G¢ bant, homozigot mutant genotip gdsteren
bireylerde ise sadece 135 b¢'lik tek bant gdzlenecektir. Deney sonucu, H-ras
kodon 61°’de herhangi bir mutasyon saptanmadi (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. H-ras kodon 61 bdlgesinin Eael restriksiyon endonukleaz enzimi ile
tayinini gosteren agaroz jel goruntisu. M—Marker, Eael restriksiyon
endonukleaz enzimi ile muamele edilmis 1,2— normal bireyler (103
bg) , 3,4,5— fibroadenomlu bireyler (103 bg), 6,7—DCIS (103bg), 8,9
—invaziv duktal karsinoma, 10—invaziv lobller karsinoma (103bg)
sahip meme kanserli hasta bireyler

K-ras geninin kodon 12 bodlgesindeki mutasyonun saptanmasi igin Mspl
restriksiyon endonlkleaz enzimi kullanildi. Kesim sonucu homozigot yabanil
genotip gosteren bireylerde 75 ve 26 bg¢'lik iki bant, heterozigot genotip gdsteren
bireylerde 101, 75 ve 26 b¢'lik U¢ bant, homozigot mutant genotip gosteren
bireylerde ise sadece 101 bg¢’lik tek bant gozlenecektir. Deney sonucu, K-ras
kodon 12’de herhangi bir mutasyon saptanmadi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. K-ras kodon 12 bdlgesinin Mspl restriksiyon endonlkleaz enzimi ile
tayinini gosteren agaroz jel gorintisu. M—Marker, Mspl restriksiyon
endonukleaz enzimi ile muamele edilmis 1,2— normal bireyler (75
bcg), 3,4,5— fibroadenomlu bireyler (75 bg), 6,7—DCIS (75 bg), 8,9—
invaziv duktal karsinoma, 10—invaziv lobuler karsinoma (75 bg) sahip
meme kanserli hasta bireyler

PCR-RFLP sonucu H-ras kodon 12 ve 61 ile K-ras kodon 12’nin farkh tip meme
kanserli bireylerdeki durumu, Cizelge 3.7’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.7. H-ras kodon 12 ve kodon 61 ile K-ras kodon 12’nin PCR-RFLP
arunleri
Gen Enzim Yabanil tip Mutant tip
H-ras Fibroadenom (41 birey) Nael 85 bg ve 40 bg Yok
kodon 12 :
DCIS (12 birey) Nael 85 bg ve 40 bg Yok
invaziv duktal karsinom (45 Nael 85 bg ve 40 bg Yok
birey)
invaziv lobiler karsinom (2 Nael 85 bg ve 40 bg Yok
birey)
H-ras Fibroadenom (41 birey) Eael 103 bg ve 32 bg Yok
kodon 61 _
DCIS (12 birey) Eael | 103 bg ve 32 bg Yok
Invaziv duktal karsinom (45 | Eael 103 bg ve 32 bg Yok
birey)
Invaziv lobiler karsinom (2 | Eael | 103 bg ve 32 bg Yok
birey)
K-ras Fibroadenom (41 birey) Mspl 75 bg ve 26 bg Yok
kodon 12 ,
DCIS (12 birey) Mspl 75 bg ve 26 bg Yok
invaziv duktal karsinom (45 Mspl 75 bg ve 26 bg Yok
birey)
invaziv lobiiler karsinom (2 Mspl 75 bg ve 26 bg Yok

birey)

RFLP sonucu gen degisimi saptanan bireylerin mutasyon tipini belirlemek igin

sekans analizi yapilacakti. Ancak, herhangi bir mutasyon saptanmadigi icin

sekans analizi yapiimadi.

3.3.3. istatistiksel analiz

Calismamizda hastalar ve kontroller arasindaki genotip kargilastirmasi, IBM SPSS
22.0 paket programi ile ki-kare testi uygulanarak yapilmigtir. Sonugta, H-ras kodon
12, H-ras kodon 61 ve K-ras kodon 12 bdlgesinde herhangi bir degisiklik s6z

konusu olmadigindan istatistikleri hesaplanamadi (Cizelge 3.8).




Cizelge 3.8. H-ras kodon 12 ve 61 ile K-ras kodon 12 ki-kare testi sonuclari
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Grup Adi
Gen Kodon Toplam
Kontrol Hasta
H-ras kodon 12 GGC 100 (%2100) | 100 (%100) 200 (%100)
H-ras kodon 61 CAG 100 (%2100) | 100 (%100) 200 (%100)
K-ras kodon 12 GGT 100 (%100) | 100 (%100) 200 (%100)

Genotiplerde herhangi bir degisim saptanmadigindan dolayi allel frekanslari ve

populasyon denge durumu Hardy Weinberg dengesi ile belirlenemedi.
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4. TARTISMA

Meme kanseri konusunda farkli tlkelerde yapilan galismalarda ras genlerindeki
mutasyonel aktivasyon incelenmistir. Ras c¢esitli hicresel sinyal iletim yolaklarini
yoneten intrinzik GTPaz aktivitesine sahip kuglk G proteinler ailesinin bir Uyesidir.
Ras genleri ¢odunlukla kanser biyolojisiyle iliskili en &énde gelen genler
arasindadir. Gen igindeki c¢esitli nokta mutasyonlari sonucu ras proteininin
fonksiyonel kaybi, temelde kansere yol acan aktif Ras-MAPK yolaginin
olusumundan dolayl prognostik faktdr olarak kabul edilmektedir [91]. Son otuz
yilda farkli insan tumorlerinde yapilan cesitli calismalarda, ras onkojenik
mutasyonu igin iki sicak nokta olan, son derece korunmus kodlayici diziler olan
kodon 12 ve 61 bdlgeleri tanimlanmigtir [10]. Bundan dolayi, biz de Turk
populasyonundaki meme kanserli kadinlarin H-ras kodon 12 ve 61 ile K-ras kodon
12 bdlgelerindeki mutasyonlarin sikligini belirledik. Sonugta, H-ras kodon 12 (%0)
ve 61 (%0) ile K-ras kodon 12 (%0) bdlgelerinde herhangi bir mutasyon

saptanmadi.

Meme kanserlerinde H-ras mutasyonu %21, K-ras mutasyonu ise %5 siklhkta
gorulmektedir [81]. Bugline kadar yapilan farkli g¢alismalarda bu oran cesitlilik
gosterebilmektedir. Rochlitz ve ark. (1989) tarafindan Kaliforniya’da yapilan bir
calismada, 40 primer tUmoérden birinde K-ras kodon 13 mutasyonu (%3), 9
metastatik eflzyondan birinde K-ras kodon 12 mutasyonu (%11) ve 5 hicre
hattindan ikisinde K-ras kodon 12 ve 13 mutasyonu (%40) saptanmigtir. Bu
cercevede, ras gen mutasyonlarinin insan meme kanserinin inisiasyon ya da
metastatik progresyonunda nadir olarak iligkili oldugu sonucuna variimistir [16].
Bununla birlikte, Hollestelle ve ark. (2007)'nin Hollanda’da yaptiklari hiicre hatti
calismasinda da, 40 farkh insan meme kanser hicre hatlarinda, timor
formasyonunda 6nemli olan PTEN, PIK3CA, KRAS, HRAS, NRAS ve BRAF gen
mutasyonlari arastiriimis ve 40 hicre hattindan 7’sinde (%18) sekiz etkili RAS gen
mutasyonlari saptanmistir. Bu hdcre hatlarindan besinde farklh KRAS (G12C,
G12D, G12R, G12V (%10) ve G13D (%1)) (%12,5), ikisinde HRAS G12D (%5) ve
birinde NRAS Q61R mutasyonu (%2,5) bulunmustur [19]. Bu calismalara ek

olarak, Amerika’da yapilan baska bir in vitro ¢alismada ise, Roy ve ark. (2003)



54

insan meme epitelyal hucre hattinin radyasyon-uyarimli neoplastik transformasyon
suresince H-ras kodon 12 ve kodon 61 mutasyonlari arastiriimis ve kontrol hicre
hattiyla karsilastirildiginda farkli dozlarda uyariimis hicre hatlari ile hem
radyasyon ile uyarilmis hem de 17B-estradiol uygulanmis hicre hatlarinda H-ras
kodon 12 ve kodon 61'de cesitli tiplerde nokta mutasyonlarinin varhigi tespit
edilmigtir. Deney sonucunda, radyasyon-uyarimi ile H-ras genindeki tek nokta
mutasyonlarin anormal ekspresyonlara neden olarak neoplastik surecin ve insan
meme malignensilerinin gelisimine katki sagladigi sonucuna varilmistir. ilaveten,
Ostrojenle  H-ras'in  transkripsiyonel  regllasyonun meme  kanserinin
progresyonunda rol oynayabilece@i fikri ortaya atilmigtir [18]. Yapilan in vitro
deneylere goére, oran oldukca yliksek cikmaktadir. Ozellikle, Rochlitz ve ark.
(1989) ile Hollestelle ve ark. (2007)nin yaptiklari ¢alismada K-ras kodon 12
mutasyon sikliklari sirasiyla %20 ve %10 oraninda ¢ikmigtir. Hollestelle ve ark.
(2007) yaptiklart galismadaki H-ras kodon 12 mutasyon sikligi ise %5 oraninda
cikmistir. in vitro calismalardan elde edilen sonugclara gére, 6zellikle K-ras kodon
12’nin meme kanser gelisiminde etkili olabilecegi, H-ras kodon 12’nin ise kismen

etkili olabileceqgi fikrini akla getirebilmektir.

in vitro galismalardan sonra, yapilan in vivo calismalarda ise oran ilging bir sekilde
degismektedir. Yunanistan’da Miyakis ve ark. (1998) tarafindan yapilan bir
calismada, 61 insan sporadik meme kanser timor 6rneginde K-ras kodon 12
mutasyonu analiz edilmigtir. 61 tumor érneginden 4’Unde (%6,5) K-ras kodon 12
mutasyonu saptanmistir. Calisma sonucunda, K-ras kodon 12 nokta mutasyonu
ve klinikopatolojik parametreler arasinda bir korelasyon olamayacagi fikri 6ne
surulmastur [6]. Bununla birlikte, Yunanistan'da yapilan benzer diger bir galigmada
Koffa ve ark. (1994), parafin-gdmulu 65 primer meme karsinomlu doku parcasi
orneklerinden yaptigi K-ras ve H-ras kodon 12 mutasyon g¢alismasinda, 65 timor
orneginden 8’inin (%12,3) K-ras kodon 12 mutasyonu tasidigini ancak H-ras
mutasyonu tasimadigini bulmustur. Sonugta, K-ras mutasyonunun meme timor
gelismesiyle dusik yuzdeli de olsa iligkili olabilecedi varsayilmistir. Ayrica, bu
mutasyonlarin evre Il ve evre lll (daha yulksek insidansla)’li timorlerde dikkate
deger oldugu vurgulanmigtir [17]. Koffa ve ark. (1994) tarafindan yapilan
calismadan elde edilen oran (%12,3), Hollestelle ve ark. (2007) yaptiklari in vitro

calismadaki orana (%10) yakin degerdedir. Miyakis ve ark. (1998) ve Koffa ve ark.



55

(1994)'nin yaptiklari galigmalar, Yunan populasyonunda meme kanserinde K-ras
kodon 12 mutasyon oranini, yaklagsik olarak %5-15 civarinda degisiklik
gOsterebildigini ortaya koymustur. Hollestelle ve ark. (2007)nin in vitro
calismadaki H-ras kodon 12 mutasyon orani %5 iken, Koffa ve ark. (1994)'nin in
vivo c¢aligmasinda herhangi bir mutasyon gozlemlenmemistir. Turkiye ile
Yunanistan arasindaki cografi yakinlik baz alindiginda Yunanistan’daki orana
yakin bir degerin Turkiye iginde disunmek kacginilmazdir. Ancak, Miyakis ve ark.
(1998) Koffa ve ark. (1994) bulgularina zit olarak, ¢alismamizda H-ras kodon 12

ve 61 ile K-ras kodon 12’de herhangi bir mutasyon tespit edilmemistir.

Tong ve ark. (2012)’nin Cin'de, Cinli meme kanserli hastalar tzerinde yaptiklari
calismada 120 vakadan tumor oOrnekleri toplanmistir. PIK3CA, AKT1, BRAF,
EGFR, HRAS ve KRAS genlerinden 22 mutasyon tarandn caligsiimasi
hedeflenmistir. Deney sonucu 120 o6rnekten 3’Unde (%2,5), biri invaziv duktal
meme karsinomada evre | KRAS G12C (%0,83), digeri evre Il KRAS G13D ve
sonuncusu evre lll olmak Uzere KRAS G13D mutasyonu tanimlanmistir. HRAS
geninde mutasyona rastlaniilmamistir [22]. Bununla birlikte, Lv ve ark. (2012)'nin
Cin’de yaptiklari benzer bir calismada ise, meme kanserli Cin’li kadin hastalardan
143 FFPE tumoru toplanmis ve EGFR, KRAS gen mutasyonlari arastiriimistir.
Sonugcta, 143 hastadan 1’inde (%0,7) KRAS Gly12Asp mutasyonu tespit edilmistir
[21]. Ornek sayisinda yaklasik 2 kat artis olmasina ragmen, Yunanistan’da yapilan
calismalara goére [6, 17] oranin ciddi sekilde dusuk ¢ikmasi, etiyolojik farkliliklarin
meme kanserinde ras gen mutasyonlarini etkileyebilecegi fikrini ortaya konmustur.
Cin populasyonunda oldukc¢a disik yuzdeli de olsa ras gen mutasyonu meme
kanser gelisiminde etkili olabilmektedir. Ancak, c¢alismamiza gore Turk

populasyonunda bu durumdan s6z etmek su an i¢in mumkun gérinmemektedir.

Meme kanserinde ras gen mutasyon ¢alismalari 2010 yilindan itibaren yelpazesini
biraz daha genisleterek, histopatolojik, prognostik ve prediktif (hastaligin seyrini
etkileyen ve presemptomatik) faktorler agisindan benzer timor ornekleri arasinda
mutasyon taramalari yapilmaya baslanmistir. Sanchez-Mufoz ve ark. (2010)
tarafindan ispanya’da vyapilan calismada, 35 FFPE triple-negatif meme
tumorlerinde  EGFR ve KRAS Gly12Ala, Gly12Asp, Gly12Arg, Gly12Cys,
Gly12Ser, Gly12Val ve Gly13Asp mutasyonal durumlari analiz edilmistir ve analiz
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edilen timorlerin higbirinde KRAS onkojenik mutasyonuna rastlaniimamigtir [20].
Almanya’da Grob ve ark. (2012)'nin yaptiklari benzer ornekli ¢calismada ise, 65
triple-nagatif meme kanser vakasindan elde edilen tumoér &rneklerinde,
hedeflenebilir terapide prediktif marker olabilecegini disindiglu EGFR, KRAS ve
BRAF mutasyonlari arastirilmistir. Ancak, herhangi bir mutasyon saptanmamistir
[23]. Bu calismalar ile triple-negatif meme timorlerinde ras gen mutasyonlarinin
etkili olmadi§i sonucuna varilabilmektedir. Tilch ve ark. (2014) Avustralya'da
Kafkas kadinlar tzerinde meme kanseri genetigi ile ilgili yaptiklari ¢galismada, 50
bazal-benzeri ve 57 triple-negatif olmak Uzere toplam 107 meme kanseri
tumorlerinde, iclerinde KRAS ve NRAS’inda oldugu toplam 19 onkogende 238
hedef mutasyon arastirmiglardir. Yaptiklari arastirmaya gore, 107 hastadan bazal-
benzeri olanlarin birinde KRAS G12C (%0,9) digerinde ise NRAS G13R (%0,9)
olmak Uzere toplam iki mutasyon bulunmustur [25]. Sanchez-Mufioz ve ark.
(2010), Grob ve ark. (2012) ve Tilch ve ark. (2014) yaptiklari c¢alismalar
sonucunda, triple-negatif meme tumodrlerinde vyine herhangi bir mutasyon
saptanmamis ancak bazal-benzeri timorlerde dusuk yuzdeli de olsa bir mutasyon
varligi gb6ze carpmaktadir. Bu literatlrlerden elde edilen bilgiler 1s1ginda,
prognostik ve prediktif faktorler agisindan farklilik gosteren patolojik olarak farkli
tumorlerde, farkli gen ekspresyon profillerinin ras geninde mutasyonel aktivasyona

yol acabilecegini dusundurmektedir.

Yapilan diger galigmalardan farkli olarak, Pereira ve ark. (2013)'nin Brezilya'da
yaptiklari arastirmada, neoadjuvan kemoterapi tedavisi gecgirmis meme kanserli
hasta kadinlarda hormon reseptor ekspresyonu, HER2 ve MYC genleri ile protein
durumlari ve KRAS kodon 12 mutasyonlari degerlendirilerek, meme kanseri igin
prognostik veya prediktif marker bulabilmeyi amaclamiglardir. 116 ileri evre invaziv
duktal karsinomaya sahip kadin bireylerden tumoér ornekleri toplaniimigtir.
Mutasyonel analizler sonucunda, KRAS mutasyonu 1/49 (%2) luminal A'da, 1/5
(%20) luminal B'de, 4/23 (%17,4) HER2 asiri eksprese edilmis timdorlerde ve 3/39
(%7,7) triple-negatif tumodrlerde tanimlanmistir.  Sonug¢ olarak, KRAS
mutasyonunun evre 3 timorlerde bir risk faktori oldugu, ayni zamanda KRAS
kodon 12 mutasyonlarina sahip meme tumorlerinde kotu prognoz varligina isaret
ettigi ve HERZ2 agir ekspresyonuyla iligkili oldugu ifade edilmistir [24]. Daha 6nce

yapilan g¢alismalardaki raporlardan elde edilen verilere gére meme kanserinde K-
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ras mutasyonunun sikhgr %5 iken, Pereira ve ark. (2013)'nin Brezilya
populasyonundaki yaptiklari ¢alismada K-ras mutasyon orani %7,76 olarak
bulunmustur. Ayrica, daha énce yapilan galismalara goére [20, 23, 25], triple-
negatif tUmoérde gorulen artig, etiyolojik farkhliklarin énemli oldugu fikrini
desteklemektedir. Calismamiz agisindan yapilan arastirma degerlendirildiginde,
luminal A, luminal B, HER2 ve triple-negatif timorlere sahip hastalarimizda
herhangi bir mutasyonun varli§i s6z konusu degildir ancak hastalarimiz herhangi
bir kemoterapiye maruz kalmamistir. Pereira ve ark. (2013) ve Roy ve ark.
(2003)’nin yaptiklari galigsmalarin 1s1g1 altinda, ileri evre meme kanserli, kemoterapi
ve radyoterapi alan hastalarda ras gen mutasyon arastirmasinin gerekli oldugu

dusunulmektedir.

Yaptigimiz bu ¢alisma ile Turk populasyonundaki meme kanseri hastalarinin,
histopatolojik olarak ayrimi yapilarak, iki sicak nokta olan H-ras kodon 12 ve 61 ile
K-ras kodon 12'de mutasyon taramalari yapiimig ve herhangi bir mutasyon tespit
edilememistir. Bunun farkli sebepleri olabilir. Birincisi, ¢alisma kapsamina alinan
meme kanserli bireylerin sayisidir. Hasta sayisinin artirilmasi, ilgili mutasyonun
g6zlenebilme sikligini artirabilecektir. ikincisi, hasta bireylerin, bir proto-onkogenin
onkogene donusumunde etkili olan karsinojenler, mutajenler, radyasyon gibi
cevresel faktdrlere maruz kalma sureleridir. Maruziyet suresinin uzunlugu ile ras
geninde cesitli degisimler gorulebilecektir. Ancak, c¢alisma kapsamina alinan
hastalarimizda boyle bir hikaye olmadidi igin, ras geninde mutasyon olma olasiligi
azaldigindan, mutasyon gorulememis olabilir. Buna ek olarak, ileri yas ile
maruziyet suresi arttigindan, ras  proto-onkogeninin  transformasyonu
gerceklesebilecektir. Bundan dolayi, galismamizda daha ileri yastaki meme
kanserli kadinlarin (>59 yas) sayisini daha da artirabilseydik, ras geninde
muhtemelen mutasyon saptayabilirdik. Ugiinciisti, bireyler arasindaki genetik yapi
farkliliklarindan kaynakli, ras proto-onkogeninin onkogene doénudsimundn farkl

olabilmektedir.

Sonug olarak, Turkiye’de meme kanseri ile ras gen degisimleri arasindaki iligkiyi
gosteren calismamiz ile Turk populasyonundaki ras gen profilleri acgiga
cikartilmistir. Bununla birlikte, yaptigimiz bu c¢alisma diginda, daha Onceden

yapillan meme kanser genetigi arastirmalarinda H-ras kodon 61 bdlgesinde
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mutasyon incelemesinin yapilmamis olmasi, ¢alismanin literatire katkisini da
ortaya koymaktadir. Bu bakimdan, daha sonra bu alanda caligma yapacak
arastirmacilar icin bir arastirma kaynagi olma ozelligi tagiyacak olmasinin da

onemli oldugunu dugunmekteyiz.
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5. SONUGLAR VE ONERILER

Meme karsinomu igin en &énemli risk faktorleri hormonal ve genetik risktir.
Genetiksel risk  faktorlerinin  arastinilmasi  ve  hastaligin  patolojisinin
aydinlatilabilmesi icin meme kanseriyle iligkili birgok gen tanimlanmigtir.
Calismamizda bizde, bu tanimlanan genlerden biri olan ras gen ailesinden H-ras

ve K-ras genlerindeki degisimleri aragtirdik.

Calismamizda, 100 saglikli kontrol, 41 fibroadenoma, 12 duktal karsinoma in situ,
45 invaziv duktal karsinoma, 2 lobuler karsinoma olmak tzere toplam 200 bireyde
H-ras kodon 12 ve kodon 61 ile K-ras kodon 12 meydana gelen mutasyonlari,
PCR-RFLP yontemi kullanilarak aragstirildi. H-ras kodon 12 ve 61 ile K-ras kodon

12’de herhangi bir mutasyon tespit edilemediginden istatistiksel olarak “p” degeri

bulunamadi.

Meme kanser gelisimi gesitli genetik ve c¢evresel faktorlerle iligkili oldugundan
meme kanseri heterojen bir hastalik oldugundan, bagka ulkelerde yapilan
calismalarla ilgili populasyonlarin meme kanserindeki ras genlerine ait gen
profilleri aciga cikartilarak farklihklar ve benzerlikler ortaya konulmustur. Bu
¢alisma sonucunda, Turk populasyonunda meme kanseriyle iligkili H-ras kodon 12
ve 61 ile K-ras kodon 12 gen profilleri belirlenerek populasyon kargilastirmasi
acisindan vyerini almistir. Bu sayede, kanser terapisine yonelik mutant ras

proteinlerini (onkojenik) hedefleme stratejilerine yardimci olabilecektir.

Birgok galismada mutant ras gen formu bulunmamasina karsin, aktif Ras proteinin
ekspresyonunda artis gozlemlenmistir. Bundan dolayl, meme kanseriyle Ras
iligkisinin aydinlatilmasi acgisindan hasta sayilarinin artirilarak ras genine ait
epigenetik degdisimlerin, ras genlerinin diger kodonlarinin, ras ekspresyonunu
arttirabilecek faktorlerin, ras geni ile etkilesen mikroRNA ekspresyon dizeylerinin
ve Ras proteini ile etkilesen diger proteinlerin incelenmesi yararl olabilecektir.
Buna ek olarak, meme kanser gelisimi, ¢esitli onkogenlerin (HER2/neu, Myc gibi)

ve tumor baskilayici genlerin (p53, BRCAL gibi) degisimiyle meydana gelen
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multifaktoriyel bir sureci kapsadigindan diger genlerle iligkisinin de arastiriimasi,

gelecek ¢alismalara isik tutabilmesi agisindan oldukga 6nemlidir.
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