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OZET

Meme Kanseri Hastalarinda BRCA1-BRCAZ2 Genlerinde Saptanan
Varyasyonlarin Kemoterapi Uzerine Olasi Etkileri

Amagc: Kadmlarda en sik goriilen kanser tiirlerinden biri meme kanseridir. Meme
yapisinda meydana gelen kotli huylu bir gelisim olarak tanimlanmaktadir. Meme kanseri
tizerinde kalitimsal, genetik, cevresel, hormonal, sosyobiyolojik ve psikolojik etkenlerin
rol aldig1 kabul edilmektedir. Yapilan arastirmalarda meme kanserinin ortalama 90 mutant
gen tasidigini, ancak tasidigi bu genlerin sadece bir kisminin kansere yol agtigi
saptanmustir. Ailesel meme kanserinin dgcte birinin BRCA1-BRCA2 genlerinde meydana
gelen mutasyonlar sonucu oldugu gosterilmistir. BRCA gen varyasyonlarinin ayrintili
analizleri ile ailesel meme kanseri patofizyolojisi daha iyi anlagilmaktadir. Calismamizda
BRCA1-2 genlerinde saptanan varyasyonlarin kemoterap6tik ilaglara karst duyarliligi

incelenecektir.

Yontem: Calismamizda, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dali’na, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Onkoloji Anabilim Dali'ndan y&nlendirilen
460 hastadan meme kanseri tanisi alanlar se¢ilmistir. Secilen olgular arasindan tedavi
almis, patojenik mutasyona sahip olan 50 ve olmayan 50 olgu ¢alismaya dahil edilmistir.
BRCA1-BRCA2 genleri yeni nesil ve sanger dizi analizi teknikleri kullanilarak
incelenmistir. Elde edilen veriler hastalarin aldiklar1 tedaviler ile Kkarsilastirilarak

degerlendirilmistir. BRCA1-2 gen varyasyonlart ile iliskileri belirlenmistir.

Bulgular: Yeni nesil dizi analiz sonuglarina gére 50 (%10,8) patojenik varyasyon, 279
olguda (%60,7) polimorfizm saptanmistir. 131 olguda (%28,5) varyasyon saptanmamistir.
Alman adjuvan, neoadjuvan tedavilere ait kemoterapdtikler BRCA varyasyonlarinin

iliskisi incelenmistir.

Sonug: Elde ettigimiz verilerin meme kanserinde takip ve prognozunda 6nemli
oldugunu, hedefe yonelik uygun tedavilerin saptanmasinda ve tedavinin kisiye 6zgii olarak

gelismesinde onemli oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, BRCA1, BRCA2, mutasyon analizi, kemoterapotik
tedavi



ABSTRACT
Possible effects of detected variations in BRCA1-BRCAZ2 genes on
chemotherapy in breast cancer patients

Objective: Breast cancer is one of the most common types of cancer affecting women.
It is defined as a malignant development that occurs in the breast. Hereditary, genetic,
environmental, hormonal, sociobioological and psychological factors play a role sin breast
cancer. Studies have shown that breast cancer carries average of 90 mutant genes, but only
some of these genes carcinogenic. Mutations occurring in BRCA1-BRCA2 genes are
responsible for one third of breast cancer that shows inherited characteristics. Hereditary
breast cancer pathophysiology is better understood by detailed analysis of variations of
BRCA genes. In this study, the susceptibility of the genetic characteristics of variations
detected in BRCA1-BRCAZ2 genes to chemotherapeutic drugs will be compared. We aimed

to develop appropriate targeted therapies in line with these results.

Method: In our study, 460 patients who were diagnosed with breast cancer from
Kocaeli University Medical Faculty, Medical Genetics Department and Kocaeli University
Medical Faculty, Oncology Department,were screened. Among those only diagnosed
breast cancer were selected 100 patient. Fifty patient with pathogenic mutation and Fifty
patient without pathogenic mutations were included in the study. Analysis of new
generationg and sanger sequence sequencing of BRCA1-BRCAZ2 and the trearment of the

patients were investigated.

Results: Pathogenic variation in 50 (%10,8) and 279 olguda (%60,7) polymorphisms
were found in 50 of the new generation sequencing results, whereas no variation was found
in 131 olguda (%28,5). The finding that chemotherapeutic agents belonging to the adjuvant
and neoadjuvant treatments were altered according to the metastatic findings and mutation

pathogens observed in the patients.

Conclusion: We conclude results are also benefical for the determination of
appropriave targeted treatment. Associating the broad variations of the breast cancer
patients with the demographic characteristics of the patients and the chemotherapeutic

treatments. They have are important for the follow-up and prognosis of the disease.

Key words: Breast cancer, BRCALl, BRCA2, mutation analysis, chemotherapeutic

treatment
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BOLUM 1:GIRIS

Meme kanseri, meme yapisinda meydana gelen malignitedir ve kadinlarda goriilen
tim kanserlerin %30’unu kapsamaktadir. Gelismis iilkelerde meme kanseri daha ylksek
bir insidansa sahiptir. Bu Ulkelerde kadinlarda kanser nedenli 6liimlerde meme kanseri
ikinci sirada gelmektedir. Akciger kanseri ilk sirada yer almaktadir. Meme kanserinin
dunyada ortalama insidanst 38-40/100.000 oranindadir. Avrupa’da bu oran 66-67/100.000,
Tiirkiye’de 40/100.000 seyretmektedir. Amerika’da ise yilda 184.000, Avrupa’da yilda
180.000 civarinda yeni olgularla karsilasilmaktadir. Ulkemizde tiim kanserlerin %24.1ini

meme kanserlerinin olusturdugu belirtilmektedir (Pilato ve dig. 2011).

Meme kanseri tizerinde kalitsal, genetik, cevresel, hormonal, sosyobiyolojik ve
psikolojik etkenlerin rol aldigi kabul edilmektedir. Meme kanserinin guclu bir genetik
komponenti bulunmaktadir. Kadinlarda meme kanserinin geligsme riski birinci derece yakin
bireyin varliginda 3 kata kadar, birden fazla birinci derece yakinlarinda etkilenen bireylerin
varhiginda ise 10 kata kadar artis oranina sahiptir. Yapilan ¢alismalarda meme kanserlerinin
bir kism1 dominant mendelyen predispozisyon gdstermektedir, %20’sinin ise poligenik
veya multifaktoriyel kalitimin bir pargasi olarak belirgin komponentleri vardir. Genetik
yatkinliktan sorumlu olan genlerin basinda BRCA-1 (meme kanseri geni 1) ve BRCA-2
(meme kanseri geni 2) gelmektedir. Ailesel meme kanseri hastalarinda BRCA1-BRCA2

Mmutasyonlar1 saptanabilmektedir (Hartmann ve dig. 2004).

Ailesel meme kanseri otozomal dominant kalitim gostermektedir. Yapisal genlerdeki
mutasyonlar dominant kalitimla aktarilir. Otozomal dominant kalitimda, kanser vertikal
gecis gosterir, mutant gen hem erkek hem de kiz ¢cocuklara gegebilir, kalitim riski %50°dir.
BRCA1 ve BRCA2 proteini kodlayan genler de yapisal gen 6zelligindedir. Bu genlerdeki
mutasyonlar sonucu olusan proteinler tam fonksiyon gdsteremezler ve bu bozukluklarin
fizyolojik toleranst miimkiin olmadigr i¢in heterozigot durumda bile hastalik olusumu
gozlenmekte olup ailesel kalitim 6zelliginin ortaya ¢ikmasina ve hastaligin toplumda

yayginlagsmasina neden olabilmektedir.

Yapilan caligmalarda, BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar1 i¢in heterozigot olan kadinlarda
70 yasina kadar, %80’den fazla meme kanseri gelisme riski oldugu belirlenmistir. Bu
belirlemeler incelenen ailelerin bayan akrabalarinda kanser gelisme riski saptamalarina

dayanmaktadir (Yang ve dig. 1999).



Hastaligin erken evrede, hatta olusmadan belirlenebilmesi sag kalim oranini arttirir. Bu
genlerdeki mutasyonlarin riskli hastalarda taranarak bilgilendirilmesi bu sebepten son
derece dnemlidir. Meme kanseri tanili hastalarda ise BRCA genleri baz alinarak hedefe
yonelik tedavilerin gelismesi i¢in ¢alismalar yapilmaktadir. BRCAZ1/2 genlerinde patojenik
mutasyon belirlenen hastalarda sistemik olarak uygulanan kemoterapi tedavisine ek olarak
yeni ilaglar gelistirmek igin ¢alismalar yapilmaktadir. Bunlardan biri olan Poly(ADP-
ribose) polymerase (PARP) inhibitorlerinin farkli proteinlerle etkilesime girerek,
gerceklestirilen tedavilerden yarar saglayabildikleri ortaya konmustur. BRCA1 ve BRCA2
genlerinde mutasyon olan hastalarda, Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) enzim
inhibitori ajanlariyla farkli kemoterapétik ilaglar arasinda etkilesim saptanmis, ¢aligmalar
devam etmektedir. Yapilan tedavilere hastalar tarafindan gii¢lii cevap verildigi yapilan
caligmalarda ortaya konmustur. Meme ve over kanserlerinde BRCA1/BRCA2 mutasyonu
calisilmasini ve hastalarin alacaklar1 tedavilerde yol gosterici oldugu diisiintilmektedir.
Genetik mutasyonun gosterilmesinin sadece taninin konulmasinda ve risk altindaki
poplilasyonun taranmasinda degil, ayn1 zamanda tedavi planlamasinda da klinikte ve

hastaligin seyri i¢in kullanilabilecegi tespit edilmistir (Hennessy ve dig. 2010).

Gen ekspresyonunun epigenetik diizenlenmesi hiicrelerin kanserlesme asamalarinda
onemli rol oynayabilmektedir. Bu nedenle, DNA’nin epigenetik modifikasyonlar1 kanserin
erken tanisinda, prognoz ve tedavide belirleyici olabilme potansiyeline sahiptir. Bu
degisimlerin analiz edilibilir olmasi, bu degisimleri hedef alan terapétik ajanlarin ve tedavi

yontemlerinin aragtirilmasina kullanilabilir ve yol gostericidir.

Bu ¢alismanin amaci 2010-2017 yillar1 arasinda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi
T1ibbi Genetik Anabilim Dalina, meme kanseri, ailede meme ve/veya over kanseri dykiisii
veya memede kitle tanisiyla gelen hastalarin BRCA1 ve BRCA2 genlerinde saptanan
varyasyonlarin fenotipe etkisini ve meme kanseri hastalarinin aldiklar1 tedaviler iizerine

etkilerini belirlemektir.



BOLUM 2: GENEL BILGi

2.1. KANSER

Kanser, hiicre buyime ve boliinmesini kontrol eden dnanin hasar gdrmesi sonucu
ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Kanserin en Onemli tanimsal o6zelligi, viicudun cesitli
bolgelerinde ortaya ¢ikan ve diger organlara yayilabilen anormal hiicre boliinmeleridir.
Anormal bélinen hiicre toplulugu, c¢evresinde bulunan doku veya organi baskilayarak

islevini yerine getirmesini 6nler ve regiilasyonu bozar (Nayak ve dig. 2010).

Yasamsal fonksiyonlar i¢in gerekli olan kimyasallar, metabolik faaliyetlerde gerekli
yerlere nufiis eder ve genlerdeki kodlar kullanilarak sentezlenir. Bu faaliyetler sonucu
ortaya ¢ikan ¢ogu kimyasal, viicudu korumak i¢in detoksifikasyon islemine maruz kalir.
Gergeklesen metabolik tepkimeler sonucu meydana gelen bazi kimyasallar, DNA hasarina
sebep olarak kanser mekanizmalarinin devreye girmesini tetikleyebilir. Metabolik faaliyet
hizina ve ortaya ¢ikan metabolik Urliniin veya kimyasalin kanserojen 6zellikler tasimasina
gore kanser riskinde degisken sonuglar ortaya ¢ikar. Kanserlerin geriye kalan %99’luk
orani ise insanlarin beslenme aliskanliklari, ¢alisma kosullar1 yasam ortamlari, dogal veya
yapay radyasyona maruz kalma, elektromanyetik alanlar, ve kanserojen kimyasallarla
ortaya cikabilmektedir. Bunlar ¢evresel kanser risk faktorleri olarak adlandirilir. Ayrica
yapilan meta analiz ¢alismalarda saptanan psikososyal faktorlerde; depresyon, stresli

yasam gibi etmenler kanser riskini arttirabilecegi iliskisi gosterilmektedir (Ozmen 2008).

Farkli molekiiler mekanizmalardaki diizensizlikler her hiicre tipinde kansere yol acar.
DNA metilasyonu, DNA’nin genetik istikrarsizlig1 gibi epigenetik faktorler ve DNA tamir

mekanizmalarindaki bozukluklar da kanser gelisiminde rol oynamaktadir.
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Cizim:2.1. Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Dernegi (International Agency for Research

on Cancer)(IARC) GLOBOCAN Projesi Ulkeler arasi kanser grafigi, 2012 verileri

2.2. Kanser insidansi

Kanser diinyada ve tilkemizde sebebi bilinen 6liimler siralamasinda ikinci 6lim sebebi
olarak kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra gelir. Onemli bir toplum saglig1 problemidir.
2002 yilinda tilkemizde kanserden 6liimler tum 6limlerin %12’sini olusturmaktayken bu
oran 2009°da %21’e ¢ikmistir. Diinya tlizerinde kanser istatistiklerini kayit altina alan 184
ulkenin ve 28 kanser tipinin guncel tahminlerini yiriten Uluslararasi Kanser Arastirma
Ajansi (IARC)’n GLOBOCAN projesindeki arastirmalarma goére, 2015 yilinda diinya
genelinde tanimlanan 14,1 milyon kanser vakasindan 8.8 milyonu kanser nedeniyle
hayatin1 kaybetmistir. Projenin amaci, diinyanin 184 {ilkesi igin 6nemli kanser tiplerinden,
ulusal seviyede, mortalite ve yayginlik insidansinin ¢agdas tahminlerini saglamaktir. Son 5
yil i¢inde kanser teshisi konulan ve hayatina devam eden toplam 32,6 milyon hasta
bulunmaktadir. Ulkemizde kansere yakalanma yaklasik 97 bin erkek, 62 bin kadm ve
toplamda 159 bin kisi olarak tespit edilmistir.. Tirkiye’de yilda 163.500 civarinda yeni
kanser vakasi teshis edilmektedir. Ulkemizde bir giinde yaklasik 450 kisinin kanser teshisi
aldig1 soylenebilir. Tiirkiye’de goriilmekte olan kanserin siklig1 Avrupa Birligi iilkeleri ve
Amerika gibi gelismislik diizeyi yiiksek olan iilkelere gére daha diisiiktiir. Ozellikle ortaya
cikisinin Onlenebildigi, taramalarla 6liimiin yok edilebildigi ve erken teshis edildiginde
tedavinin yasam kalitesine ¢ok sey Kkatabildigi kanser tiirlerini g6z Oniine alirsak

korunmanin 6nemi artmaktadir (Newman ve dig. 1998).
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Erkek Kadin
Dinya 204,9 165,2
IARC'a Uye 24 ulke 235,4 192,1
AB(28 Ulke) 311,3 2414
ABD 347 297,4
Turkiye** 220,3 156,8

Cizelge 2.1. Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan100.000 kiside yasa

gore standardize edilmis hiz ** Tiirkiye Birlesik Veri Tabani.

2.3. Kanser ve Genetik

Hiicrelerde kanserlesme agsamalari, hiicre ¢ogalmasi ve gelisiminde rol oynayan sinyal
yolaklarinda ¢ok adimli olarak gergekleserek, hiicre boltinmesi ve apopitozisi kontrol eden
genetik degisimler sonucu meydana gelmektedir. Oldiiriici olmayan genetik hasarlar
karsinogenezisin asil nedenidir. Genlerde kalitimsal degisimler sonucu ortaya ¢ikan
mutasyonlar kanserlesme evresinde rol oynamaktadirlar. Farkli yolaklarda islev goren
cesitli ozelliklere sahip olan genler kanserin olusum evresinde etkilesime girerler.
Karsinogenezis ¢ok asamali siiregten meydana gelir. Tumoér progresyonu olarak

adlandirilan bu siiregte malignitenin igerdigi 6zellikler gelisir (Robert ve dig. 2005).

Karsinogenezis asamalarinda;
- Sinyal yolaklarinda hiicre proliferasyonunda yer alan proteinleri kodlayan genler,
- Blylmeyi inhibe eden genlere duyarsizlik, tiimor baskilayici genler,
- Mitotik siklusu dizenleyici genler,
- Programlanmis apaotozis komponentleri,

- Mutasyonlarin tanimlanmast

Kanserlesme asamalarinda kanserin yerlestigi hiicrelerde meydana gelen boOluinme
sinyallerinin Uretiminin artmasi, Kontakt inhibisyon yoklugu, sinirsiz boliinme potansiyeli,
apopitozisten Kkagis olaylari kanser hiicrelerini normal hiicrelerden farkli kilmaktadir.

Baslica ti¢ tiir genetik mekanizma karsinogenezisten sorumludur:




- Blyumeyi uyaran proto-onkogen aktivasyonunun inaktivasyon goéstermesi
- Dna onarim regiilasyonundan sorumlu tiimér siipresor genlerde mutasyon varligi
- Kromozomal translokasyonlar sonucu translokasyon bolgelerinde gen kaybi olmasi ile

kimerik genlerin olusumu olarak bilinmektedir (Ford 1998).

2.3.1. Kansere Neden Olan Genler
2.3.1.1.0nkogenler

Normal hticresel gen olarak bilinen proto-onkogenlerin genetik degisimlere
ugramastyla tiirevlenen genlerdir. Onkogenler malign transformasyona neden olurlar.
Meme hiicrelerinin kanserlesme asamalarinda rol oynadig: belirlenen en 6nemli genetik
degisimler, PI3K-Akt, Ras-Raf-MAP Kinaz, ve JAK-STAT sinyal yolaklarinda is géren
onkogenlerdir. Onkogenler fonksiyon kazandiran (gain of function) mutasyonlar ile;
hicre proliferasyonunu inaktif ederek, apopitozisi engelleme, ekspresyon seviyelerindeki
kantitatif farkliliklarin ortaya cikmasiyla malign transformasyonu gerceklestirmektedir.
Onkogenlerin mekanizmarinda saptanan degisimler, nokta mutasyonu, gen delesyonu,
kimerik gen olusumu, gen amplifikasyonu ve insersiyonal mutagenez (yeni DNA kalitimi)

olarak saptanmistir.

Normal hiicrelerde ve kanserli meme dokularinda ¢ogunlukla saptanan onkogenler ras,
myc ve cerbB-2 (veya HER2/neu) olarak bilinmektedir (Dickson ve dig. 1996).

2.3.1.2. TUmor stpresor genler

Hiicre siklusu kontrolii ve DNA’da olusan hasar1 onarmak yoluyla timér olusumunu
engellemeye calisirlar. TUmor stpresor genler tarafindan kodlanan proteinlerin fonksiyon
kaybi (loss of function) ile, kontrolsiiz hiicre bélinmesi, anormal hiicre biylmesi ve hatali

apopitozis olaylar1 ortaya ¢ikmaktadir.

Timor siipresor genler iki tipi vardir: Gatekeeper (Bekgi tipi) ve Caretaker (Bakici tipi)
olarak bilinmektedir. Gatekeeper tumor stpresor genler, hicre siklusunu kontrol
etmektedirler ve saptanan anormal hicre proliferasyonunda hiicrenin  apopitoz
mekanizmasini devreye sokarlar. Caretaker tumor slpresoér genler ise DNA’da meydana

gelen ¢ift zincir kiriklar1 gibi hasarlar1 onarmak yoluyla hiicreyi malign transformasyonunu
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durdurmaya caligirlar. Caretaker tiimor siipresor genler DNA hasarinda onarimu iki sekilde
saglamaktadirlar. Bir grup caretaker timor stpresor gen DNA c¢ift zincir kiriklarinin
onariminda gorev alarak karsinogenesizi baskilarlar. Bu mekanizmalarda gorev yapan
genlere; Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM), Nibrin (NBN), Erken baslangi¢li meme
kanseri 1 (Breast cancer 1, early onset=BRCA 1), Erken baslangi¢cli meme kanseri 2 (Breast
cancer 2, early onset=BRCA2), RAD51 recombinase (RAD51),RAD52 homologe
(RAD52), Bloom Syndrome, RecQ helicase-like (BLM) genler siralanabilir. Bu genlerin,
ultraviyole (U.V) ve iyonize radyasyon gibi mutajen ajanlara kars1 duyarliliklar1 yiiksektir.
Bir diger Careteker Tiimor Siipresor gen grubu ise, yanlis baz eslesmesinin diizeltilmesinde
(baz eksizyon tamiri) hatalar1 diizeltme asamalarinda gorev alirlar. Bu genlere; X-Ray
Repair Cross-Complementing Protein (XRCC1), ADP-ribosyltransferase (ADPRT), Apex
nuclease (APEX1), 8-Oxoguanine DNA Glycosylase (OGGL1), Ligase Ill, DNA ATP
Dependent (LIG3), Single-Strand-Selective Monofunctional Uracil-DNA Glycosylase
(SMUG1), MutY homologe (MUTYH), Thymine-DNA Glycosylase (TDG) genleri 6rnek
gosterilebilir ( Ahmed ve dig. 2006).

2.3.1.3.Kimerik genler

Cesitli kanser tdrlerinde, kromozomal diizensizliklerde olusan mutasyonlar genetik
yapty1 bozmaktadir. Kromozomal diizensizlikler yapisal ve sayisal diizensizlikler olarak iki
farkli grupta yer alirlar. Otozomal ve esey kromozomlarmin ikisinde de goriilebilir.
Translokasyon, genellikle homolog olmayan iki kromozom arasinda kromozomal
pargalarin kopup, farkli bir bolgeye lokalize olmasidir. Kromozomal translokasyonlar
sonucu yeni olusan gen flizyon geni olarak bilinir ve anormal gen fonksiyonu ile mutasyon
olusumuna neden olur. Bazende kromozomal translokasyonlar sonucu translokasyon
bolgelerinde gen kaybi olmasi, hiicrenin kanserlesme mekanizmasini devreye sokar. Sonug
olarak; kanser birgok genin ve birbiriyle baglantili asamalarda, ayn1 ya da farkli mutajen
ajanlarla karsilasmasi sonucu, hiicresel dongiiriin farkli basamaklarinda normalden farkli

olusan bir siirecin baglamasidir ( Hartmann ve dig. 2004).



2.4 . Kanser ve Htcre Dongusu

Hiicre dongiisti siirecinde ¢ogalmak (prolifere olmak) tizere uyarilmis hicrelerde bir
dizi gegici morfolojik degisiklikler biyokimyasal aktiviteler ger¢eklesmektedir. Uyarilan
hiicre, dongliyli tamamladiginda morfolojik ve genetik olarak birbirine tipa tip benzeyen
iki hiicre olusur. Hicreler mitozis ile ikiye bolindr. Hicrelerin mitozise girmeden 6nce
hacimce biylidiikleri bir hazirlik evresi olmaktadir. Bu hazirlik evresinde mitozis igin
gerekli olan cesitli diizenleyici proteinler (Orn. Siklin’ler) ve makromolekiller (Orn.
Deoksiriboniikleik asit’ler) meydana gelir. Bu evreye interfaz adi verilmektedir. Interfaz
kendi igcinde GI1, S, ve G2 olmak iizere ¢esitli alt fazlara ayrilir. Mitozis ve interfaz
evrelerinin birlikte olusturdugu siire¢ hiicre siklusu olarak bilinir. interfaz siirecinin G1
fazi, mitozun (M) bitisi ile DNA sentezinin (S) baslangici arasinda kalan siirece denir.
DNA sentezine yani replikasyona hazirlik fazi, Gl fazidir. Hiicrede bu fazla birlikte
replikasyon igin gerekli olan farkli proteinler sentezlenir. DNA replikasyonunun
gerceklestigi faz ise S fazidir. Kromozom sentezi bu fazda tamamlandiktan sonraki
asamada kardes kromatidler birbirinden ayrilmaz, bu sayede hiicrenin diploid yapis1 devam
eder. Sentez tamamlandiktan sonra hiicre G2 fazina geger, bu faza mitoza hazirlik fazi
denmektedir. G2 fazinda sentezlenen mikrotiibiillere mitoz siirecinde ihtiya¢ vardir. Mitoz
(M) fazinda ise niikleus (karyokinez) ve sitoplazma (sitokinez) bélinmeleri meydana gelir.
Bu fazda gergeklesen olaylar, kardes kromatidlerin birbirlerinden ayrilmasit ve
mikrotiibiiller araciligi ile hiicrenin zit kutuplarina tasinma asamalaridir. Mitoz fazi

sonucunda iki yeni hiicre olusur (Alberts ve dig. 2002).

2.4.1. Hicre Dongusuniin Regulasyonu

Hiicre dongiisiiniin fazlar1 (G1, S, G2 ve M), dongi boyunca durumlari degisen
siklinlerden olusan molekiiler yapilar ve siklin bagimli kinazlar (SBK) kontroliinde
denetlenir. Hiicre dongiisiinde 5 ¢esit siklin (A’dan E’ye) yer alir, 6zgill SBK’larla
etkilesime girer. Siklinler diizenleyici olarak, SBK ise katalitik subunit olarak déngu i¢inde
yer alirlar (Nigg 1995). Diizenleyici fonksiyonlarimi diger proteinlerin (retinoblastoma
proteini; pRB ve p53) fosforilasyonu ve defosforilasyonu sayesinde kazanir. Cesitli kontrol
noktalar1 vardir; bunlardan ilki G1-S kontrol noktasidir; hiicrenin replikasyon i¢in hazir
olup olmadigini denetler. G2-M kontrol noktasinda ise hiicrenin mitoz i¢in uygunlugu, M-

G1 kontrol noktasinda kromozomlarin yerlesimi kontrol edilir (Alberts ve dig. 2007).
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Stabil siklin—-SBK birimi meydana getirerek katalitik olarak inaktivasyonu saglayan
birimler vardir. SBK’ larin regiilatif fonksiyonlarinin gerceklestigi proteinlerden olan p53
DNA hasar1 sonrasi, hasarli DNA tamir olana kadar ya da apoptozis durudurulana kadar
replikasyonun devam etmesini Onlemek i¢cin G1 fazina miidahale eder. Birgok tiimOr
tiriinde p53°ten kaynaklanan dna baglama kisminda mutasyonlar saptanmigtir. p15, p16,

p21 ile p27 ve insan tumarlerinde siklin-SBK birimine ait mutasyonlar gorulmektedir.

2.4.2. Hiicre Dongiisii’niin Kontrolii, DNA Tamir Mekanizmalari

Hicreler, hlicre boliinmesi sirasinda genetik bilginin yavru hiicrelere hasarsiz olarak
aktarilabilmesi igin ¢esitli enzim sistemlerine ihtiya¢ duyarlar. Bu sistemler DNA’ da
olusan hasarlar1 taniyip onarmmini saglarlar. Hicre dongusinin regilasyonu, sirasiyla
bitun basamaklarin hatasiz tamamlandigini kontrol eden denetim noktalar1 tarafindan

gerceklesmektedir.

Hiicre dongilisii kontrol noktalariin herhangi bir basamaginda DNA’ da bir hasar
saptanirsa hiicre dongiisii durdurulur ve DNA onarim enzimlerinin sentezi artar, bdylece
DNA tamiri i¢in gerekli siire elde edilir. Hiicre dongiisii kontrol noktalarinda, DNA
hasarmi tanimaktan sorumlu olan enzimler bulunmaktadir. Bunlar Ataxia Telengiectasia
Mutated (ATM) ve Atm and Rad-3 Related (ATR) proteinleridir. ATM 0zellikle iyonize
radyasyona maruz kalinmasi sonucu olusan ¢ift zincir kiriklarim1 tanimaktan sorumludur.
ATR ise ¢ift zincir kiriklarinin taninmasinda ATM ile birlikte gorev alir ve UV hasarlar
sonucunda DNA yapiminin durmasina yol agan hasarlar1 belirler. Hiicrelerin ¢ogu birisi
gec G1° de ve digeri ge¢ G2’ de olmak tlizere en az 2 denetim noktasi tarafindan kontrol
edilirler. Ge¢ G1’ de bulunan denetim noktasi hiicresin S evresine girisini durdururken,
mitozun baglamasini engelleyen ge¢ G2’ de bulunan denetim noktasidir. Ayrica, daha az
arastirilmis olmakla birlikte kizilotesi 1sinlar (IR) tarafindan indiiklenebilen hiicreler ise
DNA hasarlar1 tarafindan S evresi kontrol noktasinda da engellenebilmektedir. ATM
proteini tarafindan aktiflenen 2 farkli sinyal yolag: tarafindan susturma islemi, S evresi
kontrol noktasinda goriilmektedir. ilk yolakta ATM Chk2’nin aktiflenmesi meydana gelir
ve Cdc25a araciligr ile, E kompleksinin susturulmasini ve hiicre dongiisiiniin S evresinde
durdurulmasini Cdk2/Cyclin proteini yapar. ikinci yolakta ise, ATM S evresinde farkli
proteinlerin hiicre donglisiinde durdurulmasinda da gorev alir. Cdc25A° dan bagimsiz

olarak Nibrin (NBS1), Breast Cancer 1 (BRCA11) ve Structural Maintenance of
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Chromosomes 1A (SMC1) proteinlerini aktifleyerek bu islemi meydana getirir. Bu
proteinleri kodlayan genlerin herhangi birinde meydana gelen mutasyonlar, S evresi
kontrol noktasinin etkisiz hale gelmesini saglayarak hiicrede karsinogenez gorulir

(Saxena ve dig. 2005).

DSB
HHE_]/ \ Resected ends
RPA
ssA / srcatn | HR \ MME.J
Rad51
Long resected Synapse
ends Rad51 Polf formation
S -— —_ — L T
Rad52 mediated Microhomol
annealing i ¢D"|DDF" ¢ annealing ar
extension

_F'.adE'.': B — .L..k_—— __ o —
v | |

Cizim 2.2. BRCA’ya ait DNA tamir mekanizmalar1 ve BRCA eksikligini telafi eden alternatif
DNA tamir yolaklari. DSB(double strand breaks.)¢ift zincir kiriklari, HR(homologous
recombination)homolog rekombinasyon, SSA(single-strand annealing)tek zincir baglanmasi, NHEJ
(non-homologous end joining )homolog olmayan son kalittim,RPA(replication protein
A)replikasyon proteini, MMEJ (microhomology-mediated end joining) microhomoloji aracili son
kalitim (Jiang ve Greenberg 2015)

Hiicrede genetik mekanizmalarin dogru ve aktif calismasi, DNA’ nin replikasyonu
asamasinin dogru olarak ilerlemesi ve DNA’ da spontan olarak olusabilen hasarlarin
onarimini saglamaktadir. Hiicre DNA’ sinda endojen ve eksojen faktorlerin etkisiyle
siklikla gelisigiizel degisimler olusmaktadir. Endojen faktorler; DNA’da kendiliginden
gelisen hatalar olarak ortya ¢ikmasi yanisira hiicresel metabolizmanin yan {iriinii olarak
uretilen reaktif oksijen, nitrojen, karnonil tirleri, ve kolesterol metabolitleri olabilmektedir.
Ekzojen faktorler ise ultraviole 15181, iyonize radyasyon, agir metaller, hava kirliligi, sigara
dumani, kemoterapétik ilaglar olarak bilinmektedir. Bir memeli genomunda her giin ¢ok

fazla sayida DNA hasarinin ortaya ¢iktigi Ongoriilmektedir. Ancak DNA tamir
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mekanizmalarmin etkinligi sonucunda saptanabilen bu degisimler nadir olarak kalici

mutasyona doniismektedir (lyama ve Wilson. 2010).

2.5. Meme Kanseri

Meme kanseri, hicre proliferasyonu ve gelisimine katilan onemli hiicresel yolaklari
etkileyen genetik degisimler ile farkli mekanizmalarin inaktif hale gelmesi sonucu ortaya

cikar.

Hastalik genel olarak kadinlarda goriilse de erkeklerin de yakalanma ihtimali vardir.
Meme kanseri in situ (non-invaziv) ya da invaziv (meme stromasini istila eden) olarak
simiflandirilirlar. In situ meme kanserleri kanal veya lobiilde olusurken invaziv meme
kanserlerinin ¢ogunlugu (>%95) duktal adenokarsinom, bez epitelinin kanserleridir
(Whittaker ve dig. 1998). Meme kanseri, timor hiicrelerinin farklilasmasi ve
histopatolojik olarak evre ve derecesine gore siiflandirilir. Evre, timér boyutu, bolgesel
lenf nodu tutulumu ve uzak metastaza goére belirlenir. Tedavi ve prognoz meme kanseri
asamasina gore belirlenir. Meme kanserleri genellikle tantya gére menopoz dncesi sonrast
ve insan epidermal blylme faktori reseptori-2 (HER2)’nin ekspresyonuna ve Ostrojen
reseptori (ER) ve progesteron reseptori (PR) pozitif veya negatif olusuna gore

siiflandirilir (Clemons ve Goss 2001).

Mamografi 40-74 yaslar1 arasindaki kadinlar i¢in yarar saglayan somut delillere sahip
en yaygin kullanilan tarama yontemidir. Bunun yaninda ultrasonografi, manyetik rezonans
goruntileme, tomosentez (3 Boyutlu Digital Mamografi) ve molekiiler meme goéruntileme
gibi teknolojiler genellikle mamografiye ek olarak degerlendirilmektedir. Meme kanser
taramas1 meme kanserinin erken teshisi i¢cin Onemlidir. Yapilan randomize kontrollii
calismalar sonucunda 40-47 yas arasinda kadinlarda yapilan mamografi taramasinin meme
kanseri nedeniyle 6lumi %15-20 oraninda azalttigi goriilmistiir. Meme kanseri teshisi
doku biyopsisinden yapilan histolojik inceleme ile kesinlestirilir. Tedavi secenekleri
evreye, hormon reseptorii bulunmasina ve tiimoriin diger 6zelliklerine gore degisir. Meme
kanserinin tedavisi cerrahi, radyoterapi, sistematik adjuvan tedavisi (kemoterapi,

tamoksifen ve aromataz inhibitorleri) seklindedir (Nelson ve dig. 2009).
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Cizim 2.3. Kadinlarda En Sik Goriilen Kanserlerin Toplam Sayist ve Yiizde Dagilimlari
(Birlesik Veri Tabani, 2009) (Diinya Standart Niifusu, 100.000 Kiside)

2.5.1 Meme Kanserinin Epidemiyolojisi

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen malign tiimor olup kadinlarda
goriilen tiim kanserlerin yaklasik %30’unu olusturmaktadir. Avrupa’da yilda 180 bin,
Amerika Birlesik Devletleri’'nde de yilda 184 bin yeni olgu saptanmaktadir (Greenle ve
dig.2000). 1948-1985 yillari arasinda kadinlarda kanser nedeniyle olusan dliimlerin %80’
meme kanserine bagli iken,1985 ten itibaren akciger kanseri, kansere bagli 6liim nedenleri
siralamasinda meme kanserini ge¢mistir. Erkeklerde meme kanseri nadirdir.1998 yilinda
ABD’nde 1600 erkek meme kanserli hasta saptanmig olup 400 kisi meme kanser nedeniyle

Olmustiir (Greenlee ve dig. 2000).
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Cizim 2.4. IARC Globocan proje verilerine gore lilkeler arasi tiim yaslara gére meme

kanseri ylzdeleri (Globocan 2008)

2.5.2 Meme Kanserinin Etyolojisi

Insanlarda meme kanserinin nedeni tam olarak bilinmemektedir. Genetik, cevresel,
hormonal, sosyobiyolojik ve psikolojik etkenlerin olusumunda rol aldig1 kabul edilmekle
birlikte, meme kanserli kadinlarin %70-80°i bu risk faktorlerine sahip degildir.
Hayvanlarda ise bazi kimyasal maddeler, iyonizan radyasyon ve viriisler kanser olusumuna
neden olurlar. Tim bu ajanlarin mutasyonlara neden olabilecegi ve kromozamal
mutasyonlarin da insanda kanser ortaya ¢ikaris ve gelisimi ile yakindan iligkili oldugu

gosterilmistir (Victor ve Vogel 2008).

2.5.3. Mortalite

1950’lerden beri meme kanseri insidansi giderek artmaktadir. insidansindeki artiga
paralel olarakta mortalite de artmaktadir. Kadinlarda kansere bagli 6liimlerin %18’i meme
kanseri nedeniyle olusmakta ve meme kanserine bagli Oliimler, akciger kanseri ve

kolorektal kanserlerden sonra iigiincii siray1 almaktadirlar.
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Goriilme sikliginda oldugu gibi, mortalite de yasa bagli olarak artmakta ve 80
yasindaki 100.000 kadindan 155’1 meme kanserinden 6lmektedir. Kadinlarda kansere bagli
O0lim nedenleri ile yas gruplarn arasindaki iligski arastirlldiginda ise 15 yas altinda
I6seminin, 55-74 yaslar arasinda akciger kanserinin, 74 yas lstiinde kolorektal kanserlerin,
40-44 yas arasinda ise meme kanserinin 1.sirayr aldigi gorilmektedir. Diinyada meme
kanserine bagli mortalite, iilkeden iilkeye de degismekte olup; ingiltere ve Galler’de en
yiiksek, Tayland’da ise en diisiik seviydedir. Go¢ eden insanlarda zaman i¢inde olusan
mortalite degisikligi meme kanseri olusumunda g¢evresel etkenlerin ve yasam tarzinin
onemli faktorler oldugu goriisiinii desteklemektedir. ABD’ de ve Hawai’de yasayan
Jaonlarda meme kanserine bagli mortalitenin, Japonya’da yasayan Japonlara gore daha

yiiksek oldugu gosterilmistir (Lenner-Ellis ve dig. 2015).

2.6. Meme Kanseri Olusumunda Rol Alan Risk Faktorleri

2.6.1. Yas ve Cinsiyet

Meme kanserinin gelisim asamalarinda en Onemli risk faktorlerinden biri yas ve
cinsiyettir. Meme kanserinin kadinlarda gorulme riski erkeklerden 100 kat daha fazladir.
Kadin cinsiyeti kadar yasin ilerlemesi de en 6nemli risk faktorlerinden bir tanesidir. Bir
kadinin hayat boyu riski non invazif meme kanseri agisindan 6’da 1 ve invazif meme
kanseri bakimindan 8’de 1°dir. Bu riskin blyiik boliimii yasin ilerlemesi ile ortaya ¢ikar

(Silvia ve Zurrida 2007).
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Cizim 2.5. Meme kanserinin kadinlarda yasa gore hizlar
(Birlesik Veri Tabani, 2014)
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2.6.2. Irk ve Etnik Kdken

Meme kanseri beyaz kadinlarda goriilme sikliginin zencilere oranla %20 daha fazla
olmasina ragmen, mortalite oranlarinin zenci irkinda daha fazla oldugu saptanmustir. Etnik
farkliliklarin  biiyilk oranda yasam tarzi ve sosyoekonomik durumdan kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Kogak ve dig. 2011).

2.7. Hormonal Faktorler

Meme kanseri ile iligkili hormonal risk faktorlerinin biiyiik ¢ogunlugu, kadin lireme
hormonlarinin anormal artislar: ile iliskilidir. Yiiksek konsantrasyonda eksojen &strojen
maruziyeti meme kanseri riskini artirir. Ostrojen subtiplerinin ( dstradiol, estriol, estrone)
uretimi over fonksiyonlar1 tarafindan diizenlenir. Menars yasi, gebelik ve laktasyon
durumu, menapoz yasi meme kanseri gelisiminde 6nemli risk faktorleridir

(Cho ve dig. 20006).

2.8. Cevresel Faktorler

2.8.1. Radyasyona maruz kalma

Ozellikle 10-14 yas arasinda, memenin aktif olarak gelistiZi menars déneminde
radyasyona maruz kalma meme Kanseri riskini artiran bir faktordiir. Erken yaslarda toraks
bolgesine yapilan terapotik radyoterapi islemi de aymi sekilde meme kanseri riskini
artirmaktadir. Kirkbes yasindan sonra radyasyona maruz kalma veya radyoterapi meme

kanseri riskini etkilememektedir (John ve dig. 1992).
2.8.2. Oral kontraseptif kullanimi

Epidemiyolojik caligmalarda oral kontraseptif kullanim1 ile meme kanseri riski arasinda
bir iliski gosterilememistir. Genis katilimli bir ¢alismada 1.24’luk bir rolatif risk artisi

gosterilmis olmakla birlikte yakin tarihli iki caligmada da bu iligki ortaya konamamistir

(Morrow ve dig. 2002).
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2.8.3. Alkol kullanim

Caligsmalar alkol tiiketim miktar ve siiresinin de meme kanseri riskinde artisla iliskili
oldugunu diisiindiirmektedir. Alkol tiiketiminin Ostradiol serum diizeylerini yiikselttigi
bilinmektedir. Bir¢ok c¢alismada orta diizeyde alkol aliminin (her giin 1-2 kadeh) meme
kanseri insidansinda %30-50 oraninda artisa neden oldugu gosterilmistir. Yakin gecmiste
yapilan bir toplum bazli calismada artmis alkol aliminin ostrojen reseptor pozitif meme

kanseri gelisiminde etkili oldugu ortaya konmustur (Terry ve dig. 2006).

2.8.4. Egzersiz

Fiziksel aktivitede artis 6zellikle premapozal kadinlarda meme kanseri riskinde azalma
ile iligkilidir. Bu konu c¢ok tartismali olmakla birlikte diizenli egzersiz yapilmasinin

anovulatuvar sikluslarin sayisini artirarak meme kanseri riskini azalttig1 diistiniilmektedir.
2.8.5. Beslenme ahiskanhg

Yag icerigi yiiksek yiyeceklerin uzun siireli tiiketiminin de serum Ostrojen diizeylerini
yiikselterek meme kanseri riskinde artisa katkida bulundugunu diistindiiren bazi kanitlar
vardir. Ancak konuyla ilgili ¢alismalarin sonuglar ¢eliskilidir. Haftada 5 kez kirmiz1 et
yenilmesi ile meme kanseri riskinde artis oldugu bazi calismalarda gosterilmistir .Soya
yag tiikketiminin artirilmasi ile meme kanseri riskinde azalma arasindaki iligki belirsizdir.
Son yillardaki epidemiyolojik caligmalar, vitamin D’nin meme kanserine karst koruyucu

bir rolu olabilecegini ortaya koymustur (Taylor ve dig. 2007).
2.8.6. Kisisel ve Ailesel Kanser Oykiisii

Bir kisiye daha once meme kanseri tanis1 konmus olmasi, o kiside bunu takip eden
ikinci meme kanseri gelisimi i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Sporadik meme kanseri tanisi
konulduktan sonra ikinci meme kanseri riski her yil %1 artar. Herediter meme kanseri
Oykiisli olan kadinlarda ikinci primer meme kanseri riski belirgin olarak yiiksektir, yillik
%5 ve hayat boyu risk %50-60 olarak tespit edilmistir. Ikinci primer meme kanseri gelisme
riski endometrium, over veya kolon kanseri 0ykusi olanlarda olmayanlara gore daha

yuksektir.

Aile 6ykiisii varligi meme kanseri agisindan 6nemli bir risk faktoriidiir. Bir adet birinci

derece akrabada meme kanseri olmasi, meme kanseri riskini 1.80 kat artirir. Iki tane
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birinciderece akraba varliginda ise bu risk 2.9 kat artar. Meme kanserine yakalanmis olan
akraba 30 yasindan Once tani almis ise risk 2.9 kat, 60 yasindan sonra tan1 konmus ise risk

1.5 kat artar (Pazdur ve dig. 2003).

2.9. Genetik Faktorler

Meme kanseri ve diger maligniteler hiicre biiyiimesi ve gelisimine katilan 6nemli
hiicresel yollar etkileyen genetik degisimler ile ¢ok adimli bir islem sonucu ortaya ¢ikar.
Meme kanserinin gelisiminde yliksek riske sahip hastalarda baglant1 analizlerine dayanan
caligmalar onkogenlerin ailesel meme kanserlerinde primer lezyonlarda yeri olmadigi,
fakat timor baskilayici genlerdeki resesif degisimlerin primer lezyon olusumuna

katildigin1 gstermektedir (Oztiirk 2006).

2.9.1. Buyume Faktorleri

Hucrede kansere yol agan degisimlerin biiylime faktorii sentezinde artis yada biliylimeyi
inhibe edici faktorlerin sayisinda azalmaya basladig ileri siiriilmiistiir. Bir baska goriiste
hiicrede biiyiime faktorii uyarisina cevap verfen mekanizmalarda ortaya c¢ikan
degisikliklerdir. Bu hipotezlerin dogrulugunu arastirmak i¢in neoplastik hiicrede gogalmay1
uyaran sinyal yollarmin bilinmesi gerekir. Epitel hiicrelerinin kiiltiirde ¢ogaltimasindaki
giicliikler bu konuda bilgi edinilmesini geciktirmistir. Bugiin ise meme epitel hiicreleri in
vitro olarak ¢ogaltilabilmekle birlikte daha ¢ok bazal epitelyal stem hiicresi niteigi tasiyan
bu hiicrelerin sergiledikleri o6zellikleri insandakilerin ayni olup olmadig1 tam olarak

bilinmemektedir.
2.9.2. Epidermal Buyume Faktor Reseptori (EGFR):

Epidermal biiyiime faktorii meme epitelinin gelismesi, meme hiicresinin gogalmasi ve
farkliliagmasi agisindan 6nem tasiyan bir molekiildiir. Faktér membran {izerinde yer alan

reseptOre baglanarak etkisini gosterir.

Epidermal biiytime faktorii reseptorii 170 kd molekiil agirliginda, tirozin kinaz
aktivitesine sahip bir glikoprotein reseptordiur. EGFR asir1 ekspresyonunun fibroblastlarda
epidermal biiylime faktoriinden bagimsiz transformasyon olusturabilmesi reseptoriin

transformasyonda 6nemli rol oynadigina isaret eder. Klinikte ylksek epidermal biiytime
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faktorii reseptor diizeylerinin Gstrojen reseptdrii durumundan bagimsiz olarak kotii prognoz

ile iligkili oldugu gosterilmistir.
2.9.3. CerbB-2 (HER2/Neu):

CerbB-2 geninin amplifikasyonu veya proteinin asir1  ekspresyonu meme
kanserlerindeki neoplastik hicrelerin %10-40’inda gosterilmistir. Erken donem meme
kanserinde cerbB-2 gen amplifikasyonu koétii prognoz ile yakin iliskili bulunmustur. Cok
sayidaki ¢alisma ile cerbB-2 amplifikasyonunun diger kotii prognostik faktorlerin varligs,
tedaviye diisiik cevap ve lenf nodu pozitif meme kanserlerinde hastalarin yasam siireleriyle
iliskili oldugu, tek basina bir prognostik faktor olabilecegi desteklenmistir ( Klijn ve dig.
1992).

2.10.Sinyal iletimi ile iliskili Niiklear Onkogenler
2.10.1.c-Myc:

C-myc geninin agir1 liretimi veya gen yapisindaki degisiklikler meme kanserine neden
olmaktadir. Karsinomlarin %32’sinde myc proto-onkogeninin 2-15 kat amplifiye oldugu
invazif duktal karsinomlarda ise myc geninin yapisal degisiklikler tasidig1 gosterilmistir.
Yaslt kadmlarda meme kanseri ile c-myc proto-onkogeni arasinda yakin bir iliski
bulunmustur. c-myc gen amplifikasyonu meme kanserindeki en sik rastlanan genetik
degisikliklerden biridir. Meme kanserlerinin 1/3°i bu genetik degisikligi tasir (Liao ve dig.
2000).

2.10.2. Ras:

Meme kanserlerinde ras onkogenlerinde en sik rastlanan degisiklik asir1 ekspresyondur.
Selim fibrokistik, fibroadenom ve karsinomlu kisilerde yapilan ¢aligmada c-myc, H-ras, K-
ras ve N-ras ekspresyon seviyelerinin selim meme dokularindan ¢ok karsinomlarda daha
yiiksek olduklar1 bildirilmistir. H-ras gen mutasyonlart nadir olmakla birlikte meme

kanserinde %70 lik bir risk nedenidir.
2.11. Timér Baskilayic1 Genler
2.11.1. P53;

P53 geninin her iki alleldeki kayb1 veya nokta mutasyonlar ¢esitli tiimorlerde ve meme

kanserlerinde  gOsterilmistir. Meme kanserlerinde p53’iin  yaklastk %60’ 1n1in
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noktamutasyonu seklinde bulundugu, bunun bircok kanser tipinde kimyasal

kanserojenlerle oldugu ileri siiriilmiistiir (Ungel ve dig. 2015).
2.11.2. ATM geni (Mutant ataxia-telengiectasia):

ATM resesif olarak kalitilir. Kromozom 11°de yerlesmistir. ATM geni ¢ok uzun ve
komplekstir, ¢ok sayida ve cesitli mutasyonlar gdzlenir. Iki hasarli (mutant) allel hastalik
gelisimine neden olur. Meme kanseri i¢in yliksek risk tasir. Bir mutant allel tasiyanlarda
ise meme kanseri riskinin ¢ok yliksek oldugu gosterilmistir. ATM tasiyicilar oldukga
yaygindir. 1/200 ila 1/100 kadinda bu mutasyon orta derecede artmis genetik risk olarak
kalitilir. Toplumdaki meme kanserinin %2-7 sinden bu gen sorumludur (Norberg ve
dig.1996).

2.12. Meme Kanserinde BRCA1 ve BRCAZ2 Genleri

BRCA-1 ve BRCA-2 genleri yiksek penetransa sahip, kanser olusumuna etki eden
tumor supresor genlerdirler Hicre siklus regilasyonunda ve gift sarmal dna kiriklar
tamirinde rol alirlar. BRCA genlerinin inaktivasyonu genetik defektlerin birikmesine ve
genetik instabiliteye neden olur. BRCA genleri, esas olarak hiicre ¢ekirdeginde lokalizedir;
DNA cift zincir kiriklarinin tamiri, gen transkripsiyonunun diizenlenmesi ve hiicre
siklusunun kontrolinde gorevlidirler. Bu genlerdeki herhangi bir defektten dolayi, genin
iriini olan BRCA proteini olugsmaz veya hatali olusur. Bu durumda tamir
mekanizmasindaki gérevini yerine getiremez, DNA onarimi ger¢eklesemez. Olusan hasar
kansere neden olur (Palma ve dig. 2006). Bu genlerdeki mutasyonlarin meme kanseri
insidansi BRCA1 tasiyicilarinda 30 yasinda %3,8, 40 yasinda %18,2 , BRCA2 de ise 30
yas i¢in %0,6 ,40 yasta %12,6 civarindadir.

Gegmisten giiniimiize, BRCA1 geni i¢in 850, BRCA2 geni i¢in ise 750’den fazla
varyasyon tanimlandigi bilinmektedir. Varyasyonlar presemptomatik, patojenite riski
olanlar ve hastalik yapici olarak siniflanmaktadirlar. Topluma ve etnik kdkene 6zgii olarak
farkliliklar gosterir. Cesitli tiplerine ragmen bu genlerdeki germ soyu mutasyonlarin

cogunlugu tek tip olarak saptanmistir (Bove ve dig. 2006).
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2.12.1. BRCA1 GENI

BRCA-1 geni, 1994 yilinda izole edilmistir. Gen 17. kromozomun uzun kolunda
(17921) lokalizedir. BRCA-1 geni 24 exondan olusur, 1863 aminoasitlik protein kodlar.
Genomik DNA’nin 100kb’lik boliimiini kapsar. BRCA Genin 11. exonu genistir ve
proteinin %50’nden fazlasini kodlar. BRCA-1 proteini 2 farkli bolge igerir:

- Amino terminali yani N-terminal RING “Ring finger’’protein E2 enzimleri ile etkilesimi
yoluyla E3 ubikitin ligaz aktivitesini miimkiin kilar. BRCAL'in stokiyometrik bir baglanma
ortagi olan BARDI1 ile etkilesim gosterek protein degradasyonunda (ubiquitilasyon)

gobrev yapar.

-Karboksi terminalinde yani C-terminali bolgesinde BRCA1’i fosfopeptidlere baglanan
C-BRCT tekrar kism1 bulunur. BRCA1'in BRCT alani, farkli protein kompleksleri ile
islevsel etkilesiminin ¢oguna katkida bulunur. BRIP1, Abraxas ve CtIP'in hepsi, etkilesimi
yonlendirmek igin serin iginde fosforile olan, konsensiis bir BRCT etkilesen motifidir.
BRCT bdlgesi ise RNA polimeraz 1, p53, RB gibi proteinlerle etkileserek DNA tamirinde
timor supresyonuna molekiiler fonksiyonlariyla katilir. DNA lezyonlarini tanir ve tamir

mekanizmasinda rol alirlar (Qingin ve Roger 2015).

Yapilan ¢alismalarda E2 enzimleri ile etkilesimi bozan rasyonel olarak tasarlanmis bir
BRCA1 RING mutantinin (I126A) varliginin, farelerde genom kararliligini ortadan
kaldirmadigini veya kanser yatkinligi kazandirmadig1 goriilmiistiir. Tersine, E3 aktivitesini
de bozan bir klinik mutant (C61G), farelerde genomda istikrarsizliga ve kansere neden
olur. , C61G mutasyonunun RING bdlgesinde E3 ligaz aktivitesinin kaybi, azaltilmis
BARDI etkilesimi veya bu zararli olaylarin bir kombinasyonu yoluyla kansere duyarliligt

kazandirabilir ( Shakya ve dig. 2011).
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Cizim 2.6. BRCA geni domain yapilar1 (Jiang ve Greenberg 2015)

Endokrin dokularda eksprese edilen BRCALsinir sisteminde gelismekte olan
noroepitelde en yiksek seviyelerde oldugu tespit edilmistir. BRCAL mutasyonunun meme
kanseri gelistirme riski yasam boyunca % 85’tir. Yasa spesifik olarak degisen risk 40
yasindan sonra %20, 50 yasindan sonra % 51, 70 yasindan sonra ise % 85 olarak tespit
edilmistir. BRCA1 mutasyonlu hastalarda histolojik tan1 olarak en ¢ok epitelyal timorler

(karsinomlar) karsilasilir (Jose ve dig. 2005).

2.12.2.BRCA2 GENi

BRCA-2 geni, 1995 yilinda izole edilmistir. Gen 13. kromozomun uzun kolunda
(13g12-13) lokalizedir. BRCA-2 geni 27 exondan olusur, 3418 aminoasitlik protein kodlar.
Genin 11. exonu genistir ve proteinin %50°nden fazlasin1 kodlar. BRCA-2 proteininin
yapisinda bulunan BRC tekrarlar1 bolgesi RAD 51 proteini ile etkilesir, S fazinda

subniikleer fokusta birlikte bulunurlar.
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Cizim 2.7. BRCA2 geni domain yapilar1 (Bertwistle ve Ashworth 1999)
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BRCAZ2 proteini, normal hiicrelerde 6zellikle hiicre siklusunun geg-G1/erken-S
fazinda eksprese edilir.Cift zincir kiriklart ve DNA tamirinde rol alir. DNA hasarin

takiben RAD5L1 ile beraber bulunurlar.

yapisini bozar.

Serin 3291 aa’ni iceren TR2 boigesi

BRCA2 Oligomer
)
/; Cift Iplik DNA Kirik Olusumu

BRC Tekrarlan \
BRCA2 Ser 3291 aa’tinin
I defosforilasyonu
\
\ b X d

IO ™ 9 % RADS1 ve TR2 etkilesimile
T

nikleoprotein filaman olusumu
Kalip DNA

@1
Homolog Rekombinasyon lle DNA Tamiri
/f BRCA2 Ser3291 aa’nin fosforilasyonu
BRC Tekrarlan RADS1 nikleoprotein \ }_’,
filaman vapsini bozar, 2

Cizim 2.8. BRCA2 geni DNA tamir mekanizmasi (Lord ve Ashwart. 2007)
2.12.3. BRCA-1 ve BRCA-2 gen mutasyon cesitleri

BRCA-1 veya BRCA-2 genleri hiicre proliferasyonunda dna tamir mekanizmalari ile
gorev alirlar fakat fonksiyon kaybr ile, hiicrenin dna c¢ift sarmal kiriklarini gideremeyerek,

tolere edilemeyecek andploidiye ve somatik mutasyonlarin artigina ve neden olurlar.

BRCA genlerinde nokta mutasyonlar1 ya da kiiglik insersiyon ve delesyonlar olarak

tespit edilen aberasyonlar mevcuttur:

BRCA-1 geninde 860 ve BRCA-2 geninde 880’in iizerinde mutasyon saptanmustir.

22



- Cerceve kaymasi1 (frameshift): Protein translasyonunun erken sonlanmasina neden
olurlar. Karsinogenez asamalarinda bu tiir mutasyonlar goriiliir. ekzon bolgelerinde birkag

nlkleotidin delesyon ya da insersiyonu sonucu c¢er¢eve kaymasi mutasyonlari ortaya cikar.

- Non-sense mutasyonlar: Uglii niikleotid yapis olan kodon iginde tek bir nikleotidin yer
degistirmesi sonucunda kodlayici kodonun “stop kodona’ doniismesi sonucu ortaya
¢ikarlar. Bu mutasyonlar prematiir defektifbir protein ekspresyonu olusmasina neden

olurlar.

- Missense mutasyonlarda : aminoasit kodlama asamasinda tek bir nukleotidin yer
degistirmesi ile farkli bir aminoasit kodlayan fonksiyonel bir kodon olusumuyla ortaya

cikar.

Mutasyonlarin yaklasik %80-85’i gergeve kaymasi ya da non-sense mutasyonlar olup,
hastalikla kesin iliskisi oldugu saptanmistir. Missense mutasyonlar veya sonuglanmis
dizenleyici mutasyonlar (inferred regulatory mutations) mutasyonlarin kalan %15’ini
olusturur. Regulatory mutasyonlarda, tiimor olusumu definitif olan alel kaybolmasi ve,
mutant alelden transkripsiyon engellenmesi sonucu olusur. Regulatory mutasyonlarin rutin

tani testlerinde tespiti zordur (Pilato ve dig. 2011).

BRCA geninde saptanan varyasyonun malign 6zellige sahip patojenik bir mutasyon
olmasi kansere predispozisyon yaratmasina neden olur. Meme ve over gibi dokularda
ikinci BRCA alelinin, siklikla bu dokularin yiiksek proliferatif aktivitesine bagli olarak
kayboldugu olgusu bilinmektedir.

Son zamanlarda yapilan ¢aligsmalarda standart tarama yontemleri ile saptanamayan
BRCA mutasyonlart oldugu tespit edilmistir. Bu mutasyonlar, germline mutasyonlar
disinda biiyiik genomik yeniden diizenlenmeler (large genomic rearrangements, LGR) adi
verilen genis delesyon veya duplikasyonlar iceren c¢aligmalar yapilmaktadir. Yapilan
caligmalarda BRCA-1 genindeki biiyiilk delesyon ve duplikasyonlarin yiiksek riskli
ailelerin %10’unda saptandig1 ve bu mutasyonlarin tim BRCA-1 gen mutasyonlarinin iicte

birini olusturdugu gosterilmistir (Warner ve dig. 1999).
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2.13 .Over Kanseri

Over kanseri kadin genital kanserleri icinde énemli bir yer tutar, ¢clinki en ¢ok 6lime
neden olan kanser over kanseridir. Yine 6lime neden olma acisindan genel kanserler
icinde de meme, bagirsak ve akciger kanserinden sonra dérdlnci sirayr alir. Over kanseri
tim genital kanserlerin %20-25’ini olusturur. Tim kadinlarin %1- 2’sinin hayatlariin bir

déneminde over kanserine yakalanacagi hesaplanmstir.

Bir kadiin yagsamboyu over kanseri gelistirme riski yetmiste bir veya % 1.4° tiir .
BRCA-1 ve BRCA-2 mutasyon tasiyicilarinda dmiir boyu risk daha yiiksek olup %16 ile
%60 arasinda bildirilmektedir (Cvetkovic 2003).

2.14. BRCA Mutasyonlar: Saptama Yontemleri
2.14.1. Otomatik Dizi Analizi

Otomatik DNA analizinde, Sanger’in enzimatik DNA sentezine dayanan zincir
sonlanma teknigi uygulanmaktadir. Otomatik DNA dizi analiz cihazlar basit olarak,
bilgisayar programlarin yonettigi elektroforez sistemlerine sahiptirler. Elektroforetik
initelerde bulunan lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir 1s1k olusturarak incelenecek
olan pcr iiriinii veya dnanin bulundugu jel matriks bu monokromatik 1s1k ile taranmasini
saglar. Elektroforez siiresince DNA’ya baglanan floresan boya, 151k ile taranan bolgeye
geldiginde stimiile edilir. Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik olan dalga boyuna ulasir
ve 15181 geri yansitarak detektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar
programlari ile analiz edilerek sonuglar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar
ekraninda goriiliir. DNA dizi analizi cihazlarinda 6 bazdan 1000 baza kadar giivenli okuma
yapilabilmektedir ABI 3130x] Genetik Analizatorii, kapiler elektroforeze dayali DNA
analizi cihazlarindan biridir. Bu cihaz, jel dokme ve Ornek yiikleme islemlerini
otomatiklestirerek okumalar1 gerceklestirir. Floresan rengi algilama sistemi ile dizi analizi
ve sekans analizi islemleri oldukga anlasilabilirdir. Cihaz iki ana parcasit bulunmkatadirg
Birinci kisim veri iinitesidir. Veri {initesi bir bilgisayar sistemindir. Bu bilgisayarda, ikinci
kisim ile baglantiyr kuran ve ikinci kismi kontrol eden programlar yiikliidiir ve analiz
sonugalar1 kaydetmeye yarar. Ikinci kisim analizin yapildig1 elektroforez kismidir (Balci ve

dig. 1999).
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Cizim 2.9 .Otomatik Sanger dizi analizi teknigi ile saptanmig mutasyon goruntusi
2.14.2. Yeni Nesil Dizi Analizi

Yeni nesil dizileme teknolojisi (YND) ile yiiksek miktarda veri, ¢ok yliksek hizda ve
diisiik maliyette dizileme saglayan kodlama bdlgelerindeki mutasyonlar1 belirleyen bir
molekiiler tan1 testidir. YND teknolojisi ile tiim genomun dizi analizinin yapilabildigi gibi
(Tum Genom Dizileme —TGD-), genomdaki protein kodlayici bolgelerin dizilenmesi (Tiim
Ekzom Dizileme —TED-) veya hedeflenmis gen panelleri kullanilarak hedeflenmis yeni

nesil dizi analizi (HYND)’ gibi ¢aligmalar1 yapmak miimkiindiir.

Meme, over ve/veya BRCA ile ilgili kanserler i¢in yiiksek risk tagiyan bireylerin
timiinde BRCA1 ve BRCA2 kodlama bélgelerindeki mutasyonlart belirleyebilen bir Kit
kullanilabilmektedir. Uretici firmanin protokoliine uygun olarak Multiplex PCR, Universal
PCR, temizleme, kiitiiphane olusturma ve emPCR islemleri gerceklestirilir. Ilk asamada,
BRCAL1 ve BRCA2'nin tim kodlama bdlgeleri Bir hot-start DNA polimeraz kullanarak
bireysel olarak bes ayr1 ¢coklu PCR (multiplex pcr) amplifikasyon reaksiyonunda (Plex 1-5;
93 amplikon) amplifiye edilir. Ikinci asamada, Universal PCR'nin ikinci bir turu,
amplikonlarin belirli MID'lar ve MPS (massive parallel sequencing)ler kullanarak siralama
icin gerekli adaptorlerle etiketlenmesini saglar. Her hastanin aynit MID adaptorii ile
isaretlenen 2 PCR 0Ornegi birlestirilir ve yikama boncuklar1 (AMPure Bead) kullanilarak
purifiye edilir. DNA kiitliphanesi olusumu igin, piirifiye edilen 6rneklerin DNA miktar
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tayinleri tekrar PicoGreen kiti ile yapilir. Yapilan hesaplamalar sonrasi tiim hastalarin
ornekleri tek bir tiipte toplanarak DNA havuzu olusturulur. emPCR kiti igerisinden ¢ikan
kit kullanilarak emPCR reaksiyonu i¢in gerekli olan emiilsiyon olusturulur. Adaptorleri
tastyan DNA havuzunun emiilsiyon bazli klonal amplifikasyonu gergeklestirilmis ve dizi
analizi i¢in gerekli hazirliklar yapilir. Cihaz igin gerekli olan 6n islemler yapilmigtir.
Uzerinde birden ¢ok kanali olan ‘PicoTiterPlate’e DNA boncuklarimizla birlikte sirastyla 4
boncuk tabakasi yiiklenmis ve cihaz baslatilir. Cihaz g¢alismasi bitiminde elde edilen
hastalara ait tim gen verileri ¢* SEQGENOMIZE’ analiz programiyla analiz edilmistir
(Perkin E 2000).

iants for sample 331-B_S3(v.9 ) (BRCA), Run: 20-04-17-25.-run-brca-fmf-mody, Kit BRCA ) )
STR Dx/multiplicom Variants [nformation + Cuslity Control +* Clinical Data Entry

spotfile(s): Mo hotspot file is used for this analysis.

eset Table Settings Pipeline Completed | || H || |u

pw | 10 ¥ | entries

GV Patl Confidence®  Gene Position MNucleotide Change Alternative Coverage (F/R) Change Type Change Consequence Genotype dbSNFP ID Report S[Enli]n:”"e
Q N Hgn  3Roa O 412401 cmols B1(45%) | 63(47%) Substtufion  Missense (Q350R) HET  rs1e9850 @ 0.065/
@ Nw High BRCA1 “:‘é"‘:’fﬁ?gg et -;_T: 103(58%) / 103(56% Substitution Missense (51512/) HET 1800744 v 0.002
Q \ Hgh  Roar A1 P 0(03%) / 108(58%) Substitution Intronic HET o3 @ 0240
a v High BRCAZ “':‘I":f:gﬂ:'l__:'fﬂ e 0(0%) / ©1(45%) Substitution Intranic HET  rs3752451 @ 0.370
@ v High BRCAz o2 1300 £21(100%) / 414100%)  Substitution  Synonymeus (L1521L) I 10011
Q N High BRoag SIS0 s A T s, 0(0%) / 88{44%) Dalstion Intronic HET  rs120103280 @ 0312
o) v High BRCAz o113 3280072 127(54%) / 120(55%) Substitution 5 Prime Uir HET v 0.284
@ Nw High BRCA2 5"':‘E3;3;33ﬁ?9'_' 206(100%) / 227(100%) Substitution Missense (/24354 ) r= 180547 v 1.001
@ v High BRCAg 71332053388 178(100%) / 0(0%) Substitution Intronic 4042488 @ 0438

{Intran 21)

Cizim 2.10. Yeni nesil dizi analizi teknigi-seq genomize analiz programi ile saptanmig
mutasyon gorintisii (SEQGENOMIZE veri tabani)

2.15. MEME KANSERINDE KEMOTERAPiI SECENEKLERI
2.15.1. Meme Kanserinde Neoadjuvan Kemoterapi

Lokal tedavi 6ncesinde uygulanabilen kemoterapi ¢esidi neoadjuvan kemoterapi olarak
adlandirilmigtir. Gegmis yillarda inflamatuvar meme kanserinde uygulanan cerrahiye ek

olarak giiniimiizde meme koruyucu cerrahi uygulama alaninin yelpazesi genislemistir.

Ilk olarak 1973’te, timoru kicultmek ve bu olgularda radyoterapi veya radikal
mastektomi yapabilmek i¢in neoadjuvan kemoterapi uygulanmaya baslanmistir. Tedavinin

amaglar1 primer meme kanserine ait kitleyi ve lokal lenf nodu metastazlarini kiiciilterek
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tiimdr evresini geriletmek, nodal evreyi kiigliltmek mikrometastazlari kontrol altina almak
ve sonug olarak sag kalimi uzatmak yasam kalitesini yilikseltmektir. Ayrica yeni ilaglarin
etkinlik sonuglar1 hizli bir sekilde degerlendirilebilmekte ve tiimoriin tedaviye duyarlilig

ortaya konulmaktadir (Cleator ve dig. 2002).

Inflamatuar meme kanseri (IMK) tanis1 klinik bulgulara gére degerlendirilir. Meme
cildinde eritem, 6dem, 1s1 artisi ile karakterize tutulum gosterir. Cilt kahverengimsi bazen
de tipik portakal kabugu goriinimiindedir. Cilt biyopsilerinde timor hicrelerinin dermal

lenf nodlarinda tutulum gosterdigi bilinir. K6tu prognozlu seyir eder.

Lokal ileri meme kanseri (LIMK) sadece lokal tedavi uygulandiginda tekrarlayabilen
genis bir klinik spekrutumdan olusmaktadir. Bu Kinik tabloda ameliyat edilebilir timdrler,
cilt veya gdgiis duvari invazyonuna bagli bir teknik olarak temiz cerrahi sinir elde edilmesi
zor olan tiimorler ve boyuttan iligkisiz olarak yaygin aksller veya non-aksiller lenf nodu
metastazi olan tiimérler bulunmaktadir. LIMK ’in uygulanabilmesi icin belirli basamaklar

kullanilir:

1.Dokunun tanimlanabilmesi i¢in biyopsi veya insziyonel
2.Metastaz ekartasyonu

3.Neoadjuvan tedavi

4.Cerrahi yaklagim

5.Adjuvan tedavi acisindan degerlendirme

6.Radyoterapi

7.Endokrin tedavi

Neoadjuvan kemoterapi tedavisi uygulanan hastalarda daha erken evrede olanlarin
LIMK veya IMK olanlara gére rekiirrens riskinin daha diisiik oldugu yapilan galismalarda
kanitlanmistir. Bu tedaviye ait kemoterapi rejimleri ikili veya ticlii kombinasyonlar halinde
veya ardisik olarak verilmektedir. Antrasiklin igeren rejimlerin icermeyenlere gore ve
antrasiklin ve taksan bazli kemoterapilerin LIMK ve IMK i¢in neoadjuvan tedavide daha
iyi yanit verdikleri bir¢ok c¢alismada ortaya konmustur. Adriamisin ve epirubusin iceren
rejimlerin  genellikle istiinliigi olmasa bile uygun hastalarda se¢cim acisindan

kardiyotoksisite potansiyelinin adriamisine gore daha iyidir.
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AC Adriamisin,siklofasfamid

EC Epirubisin,siklofosfamid
ED Epirubisin,dosetaksel
EP Epirubisin,paklitaksel
AP Adriamisin,paklitaksel
AD Adriamisin,dosetaksel

AC/EC Paklitaksel/dosetaksel
Paklitaksel/dosetaksel AC/EC

CMF Siklofosfamid, metotreksat,5-fluorourasil
FEC 5-fluorourasil, epirubisin, siklofosfamid
FAC 5-fluorourasil, adriamisin, siklofosfamid
FAM 5-fluorourasil, adriamisin, metotreksat
DAC Dosetaksel, adriamisin, siklofosfamid
DEC Dosetaksel, epirubisin, siklofosfamid

Cizelge 2.2. Neoadjuvan kemoterapi igin 6rnek rejimler
2.15.2. Meme Kanserinde Adjuvant Kemoterapi

Meme kanserinde adjuvant tedavinin amaci cerrahi sonrasinda gerid kalan tiimor
hiicrelerini yok etmek ve bu sekilde hastaligin rekiirrens riskini diisiirmektir. Meme
kanserinin erken evrelerinde de tiimdr hiicrelerinin dolagima gecerek tiim viicuda yayildigi
gozlemlenmistir. Bu nedenle lokal tedaviler tek basina yeterli olmaz ve sistemik tedavi
gereklidir. Adjuvant tedavi uygulamasiyla hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalimda

onemli 1yilisme goriilmiistiir.

Meme kanserinde adjuvant tedavi timorun boyutu, histolojik, biyolojik 6zellikleri ve
evresine gore uygulanir. 3 farkli sekilde uygulanabilir; Adjuvant kemoterapi, adjuvant

endokrin tedavi( tamoksifen aromaz inhibitorleri), adjuvant anti-Her-2 tedavisi seklindedir.

Meme kanserinde patolojik tiimor ¢apr 0.5-1 cm’nin {izerinde olan hastalarda ve
aksiller lenf nodu pozitif olan hastalara uygulanir. Adjuvant kemoterapiden 50 yas
altindaki premenapozal hastalar, 50 yas tlizerindeki hastalardan daha fazla yarar gorir
(Reitsamer ve dig. 2005).
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TAC Dosetaksel

AC-HAFTALIK P Doksorubidin,siklofosfamid-paklitaksel
AC-HAFTALIK P Doksorubisin,siklofosfamid-haftalik paklitaksel
TC Dosetaksel,siklofosfamid

AC-HAFTALIK P Doksorubisin,siklofosfamid

CAF/FAC Siklofosfamid,doksorubisin,5-flourasil

FEC Siklofosfamid,epirubisin,5-flourasil

FEC-T Siklofosfamid,epirubisin,5-flourasil-dosetaksel
CMF Siklofosfamid,metotreksat,5-flourasil

Cizelge 2.3. Meme kanserinde sik uygulanan adjuvant tedavi segenekleri

2.15.3. Adjuvant Endokrin Secenekleri

Meme kanseri hastaligindan korunmada selektif Ostrojen reseptdr modilatorleri
(SERM) ve aromataz inhibitorlerinin etkili oldugu gosterilmistir. Tamoksifen ve raloksifen
gibi SERM’ler etki gosterdigi hedef organa gore Ostrojen antagonisti veya agonisti olarak
farkli etkilere sahiptirler. Her iki ajan meme kanseri prevansiyonunu saglamak amaci ile
memede antidstrojen etki ile epitel hiicre proliferasyonunu azaltir. Tamoksifen
endometrium Uzerine dstrojen etkisi yaratirken, raloksifenin dstrojen antagonisti olarak etki

gostermesi ikisi arasindaki en biiyiik farktir.

Biri Amerika’dan, iigli Avrupa’dan 4 calismanin ikisinde tamoksifen meme kanseri
acisindan yiiksek risk tasiyanlarin prevansiyonunda kullanilmigtir. National Surgical
Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP) nin sponsor oldugu American Breast Cancer
Prevention Trial (P-1) calismas: digeri ise International Breast Cancer Intervention Study
(IB1S-1) calismalarinda etkili bulunmustur. Ingiliz ve italyan calismalarinda ise istatistiksel
anlamli farklar saptanamamistir. Bu c¢alismalarin toplu olarak metaanalizinde, tamoksifen
invazif meme kanseri riskini izafi olarak %38 diisirmektedir. Tamoksifenin sagladigi
faydalar kesildikten sonra 3-5 yil devam ettigi tespit edilmistir. Prevansiyon amaciyla
tamoksifen kullaniminin invasiv meme kanseri gelisme riskini azaltmasinin yani sira meme
kanserine veya tiim sebeplere bagli mortaliteyi azalttigmma dair bir bulgular mevcut
degildir. Tamoksifen kullananlarda yan etkiler sicak basmasi, vajinal akinti, kasinti, ve
kuruluktur. Fakat tromboembolik olaylar (%0.8’¢ 0.4) ve endometrium kanser insidansinin
(%0.4¢,0.2) artmasi en ciddi yan etkiler olarak bilinmektedir ( John ve dig. 2010).
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Tamoksifen, BRCA-2 gen mutasyonu tastyicilarinin kemoprevansiyonunda etkili
oldugu saptanmistir. BRCA-1 geni igin etkili bulgunun olmadigi ydniindedir. Bu
caligmalarin sonucunda American Society of Clinical Oncology (ASCO) ve US Preventive
Services Task Force (USPSTF) ‘ta tamoksifen yan etkileri g6z Oniine alinarak meme

kanseri prevansiyonunda yuksek riskli hastalarda dnerilmektedir.

Raloksifen kemik ve STAR calismasinda ise raloksifen tamoksifenle karsilastirilmistir
ve meme kanseri riskini azaltmada tamoksifen kadar etkili bulunmustur. Raloksifen meme
kanseri agisindan ylksek riskli bireylerde invazif meme kanseri riskini azaltmaktadir.
Fakat ginimizde standard olarak bu amagla verilmemektedir. Postmenapoze uterusu
alinmamis ve osteoporozu olanlarda raloksifen, tamoksifene alternatif olarak kullanilabilir.
Yuksek riskli postmenapoz kadinlarda da prevansiyon amaciyla tamoksifen yerine

raloksifen kullanimi saptanmugtir (Yazici ve dig. 2005).
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BOLUM 3:GEREC-YONTEM

3.1. Arastirma Teknigi: Arastirma tamimlayict epidemiyolojik ve retrospektif

arastirmadir.

3.2. Ornek Secimi: Bu arastirmada veriler Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Anabilim Dali kayitlarindan toplanmistir. Caligmaya 2010-2017 yillar1 arasinda,
laboratuara BRCA gen mutasyon incelemesi ig¢in gonderilen tiim hastalar dahil edilmistir.
Calismaya meme/over kanseri tanis1 almis, ailede meme/over kanseri Oykiisii barindiran
ve/veya memede kitle varhi§i gostermis hastalar ve kemoterapi tedavisi alan hastalar

secilmistir.

3.3. Arastirmanin Yeri: Calisma 2010 — 2017 yillar1 arasinda Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim Dali laboratuarinda yiiriitiilmiistiir.

3.4.0tomatik dizi analizi teknigi

3.5. Laboratuar Asamalari:

3.5.1. Ornek Toplama ve DNA Izolasyonu: Tiim hastalardan EDTA 1 tiiplere 3ml venoz

kan alinmistir. Olgulara ait kan 6rneginden Qiagen DNA izolasyon igerisinde DNA
izolasyonu yapilir. 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbanslar spektrofotometre
(NanoDrop, ND-1000 ) kullanilarak 6lcUlmiistir. A260/A280 orani 1,7 ile 2.0 arasinda
olan DNA’lar kullanilir. Dizileme calismas1 baslayana kadar DNA’lar +4C° ° de

saklanmustir.

3.5.2. DNA dizi analizi icin polimeraz zincir reaksiyon (PCR) teknigi: iki farkli PCR

reaksiyonu gergeklestirilmistir. Ik reaksiyonda DNA zincirinden BRCA1-2 gen
bolgelerinin dizilenmek istenen parcalart cogaltilmistir. Ikinci reaksiyonda cogaltilan
diziler floresan boya ile muamele edilmistir. Mikrotlpler igcinde hazirlanan PCR karigimi
(cizelge 3.1.) Termal Dongl Diizenleyici Cihazi’'na (Termal Cycler) yerlestirilerek
amplifikasyon baslatilmistir. Termal dongu protokolunun 1s1 ve siireleri gizelge 3.2.°de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. PCR Karigimi

PCR Karigimi
Steril Su 31,5 ulL
5X Buffer: 5uL
Tag DNA 0,1 uL
Polimeraz:
MgCI2: 3uL
dNTP: 2 ul
Genomik DNA: 3uL
Forward Primer: 2,5 uL
Reverse Primer: 2,5 uL
Toplam Hacim 50 uL

Cizelge 3.2. Termal dongii protokolunun 1s1 ve siireleri

Sicaklik Sure

94 Ce 5 dakika

94 C° 1 dakika

57C° 1 dakika 35 Dongll
72C° 1 dakika

72 C° 7 dakika

4Ce 0

Sekans PCR Karigimi i¢in termal dongii sekans PCR protokolunun 1s1 ve siireleri
cizelge 3.2.’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.3. Sekans PCR Karigimi

Sekans PCR Karisimi

BigDye 2 uL

5X Buffer 2 ulL
Steril Su 2 uL
Forward Primer 2 uL
Reverse Primer 2 ulL
PCR uriinu 2 uL
Toplam Hacim 10 uL

Cizelge 3.4. Termal dongi sekans PCR protokolunun 1s1 ve siireleri

Sicaklik Sure

96 C° 1 dakika

96 C° 10 saniye

50 C° 5 saniye 30 Dongu
60 C° 4 dakika

4C° ©

3.5.3. Adaroz jel elektroforezi: Ilk PCR reaksiyonundan sonra dizilenmek

istenen bolgelerin ¢ogalip ¢ogalmadiginin kontrolii agaroz jel elektroforezi ile yapilir.

11t 1X TBE Hazirlanigi: 100 mL 10X TBE (Tris, Borik Asit, EDTA- AppliChem,
Germany) 900 mL distile su iginde ¢Ozllmiistiir. % 3’lik agaroz jel, 80 mL 1X TBE
tamponu icerisinde mikrodalga firinda eritildikten sonra bir sure sogumaya birakilmistir.
Cozlnen agaroz jelin igine 2 pL ethidium bromid eklenerek jel icinde homojen olarak
dagilmasi saglanmistir. Jel, elektroforez tepsisine dokuldikten sonra sogumaya
birakilmistir. 1X TBE tamponu ile dolu olan elektroforez tanki icine jel yerlestirilip, jel
kuyularina 5 pL amplikon, 2 pL ylikleme boyasi ile karistirilarak pipetlenmistir. DNA
boyut markirt bir baska kuyuya pipetlenerek 90 voltta 60 dakika yiritulmiistir. DNA
fragmentleri UV transliminator ile gorintilenip fotografi gekilerek degerlendirilmistir.
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3.5.4. Purifikasyon Islemi: ikinci PCR reaksiyonundan sonra PCR karisimi iginde kalan

fazla floresan boyanin uzaklastirilmasi islemi gergeklestirilir. Toz halindeki Sephadex’ten
1gr tartilir ve 12 mL distile su icinde ¢6zulmistiir. Filtreli Sephadex kolonlari igine 600 pL
karisim konulmus ve 5400 rpm’de iki dakika santrifuj edilmistir. Kolonlar i¢inde olusan jel
kolonunun Gstline PCR rtnd pipetlenmigtir. 5400 rpm’de iki dakika santrifuj edilmistir.

Bu islem sonunda tlp i¢inde toplanan PCR drini cihaz asamasi igin hazir hale gelmistir.

3.5.5. Cihaz Yiikleme Asamasi ve Verilerin Alinmast: Isaretli PCR uriinleri 6rnek

tepsisine konulup dizi analizi baslatilmigtir. Cihaz galigsmasi bitiminde elde edilen hastalara

ait diziler referans dizilerle karsilagtirilmis farkliliklar belirlenmistir.

Baglama komutu ile cihazin gerceklestirdigi islemler su sekilde siralanir:

1- Cihaz baglama komutunu aldiktan sonra kapiler iinitesinin sicakligini elektroforez igin
uygun sicaklik olan 60 C°’ye ¢ikarir.

2- Uygun sicaklik saglandiktan sonra kapilerin platin ¢ubuga bagli serbest uglari 6rnek
yukleme Unitesinde bulunan distile su tptne girer. Cihaz polimer blok sonunda bulunan
ve anoda agilan kapagi kapatir. Polimer siringasi, lizerinde bulunan piston ile sikistirilir.
Polimer, anot tarafi kapali oldugu icin hareket edebilecegi tek yon olan kapiler igine
yayilmaya baslar.

3- Kapiler, polimer ile doldurulduktan sonra serbest kapiler uglar1 6rnek tepsisi lizerinde
hareket ederek ornek icerisine girer.

4- Anot kapag acilan cihaz lizerinde elektriksel alan yaratilir. Yaratilan elektriksel alanda
tup icerisinde bulunan DNA parcalar1 kapiler boru igerisine dogru harekete gecerler. DNA
parcalarinin kapilere tasinmasi i¢in gerekli siirenin dolmasi ile akim kesilir ve serbest
kapiler uglari distile su igerisine doner.

5- Platin ¢ubuk ile kapiler ¢evresine drnekten bulasan kirlilikler temizlenir.

6- Kapiler serbest uglar1 temizleme sonrasi tekrar hareket ederek ornek tepsisi iizerinde
bulunan yiiriitme ¢ozeltisi igerisine girer. Burasi kapiler serbest uglari i¢in son noktadir.

7- Anot kapag1 acildiktan sonra cihaz iizerine tekrar akim verilir. Ornek tepsisi iizerinde
bulunan yiiriitme ¢ozeltisi ile polimer blok sonunda bulunan yiiriitme ¢ozeltisi arasinda
14000V’ a varan bir gerilim olugsur. DNA pargalar1 kapiler serbest uclarindan kapiler
boyunca, polimer bloga dogru harekete gecerler. Bu yiiriitme sirasinda lazer {iinitesi

icerisinden gecerler ve yaydiklar1 floresan 1s1k ile tespit edilirler. Elektroforez
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sonlandiginda cihaz yeni deney i¢in islemleri tekrar eder. Cihazin gerceklestirdigi islemler
bittikten sonra cihaz drneklerden aldig: bilgiyi bilgisayar sistemine aktarir. Bu sistemde iki
ana program yiikliidiir. Iki programdan birinin gorevi elektroforez cihazi ile baglantiyi
kurmak, elektroforez kosullarini saglamak ve verileri toplamaktir. Ikinci programin gorevi
ise toplanan verilerinin degerlendirilmesidir. ABI 3130x1 Genetik Analizatoriinde “DATA
Collection” programi birinci tip bilgisayar programina Ornektir. “Sequance Analyse”

programi ise cithazin ikinci tip programdir.

ABI Big Dye v3.1 terminator reaksiyon kiti i¢erisinde bulunan karigim igerisinde PCR
icin gerekli tiim kimyasallar yaninda her bir bazin esit miktarda ddNTP’ leri de bulunur.
Bu ddNTP’lerin her biri farkli bir floresan boya ile isarctlenmistir. Bu sayede tek bir
reaksiyonla dizi analizi yapilabilir. Kit tim kalip DNA’lar i¢in ortak bir PCR protokolu
icerir ve PCR suresi ortalama 2,5 saattir. Cizelge 3.5. ABI Big Dye v3.1 terminator
reaksiyon Kiti icerisindeki ddNTP floresan boya ve renkleri.

Cizelge 3.5. ddNTP floresan boya ve renkleri

ddNTP Florasan Boya Renk
A dR6G Yesil
T dROX Kirmizi
C drR110 Mavi
G dTAMRA Siyah
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3.6. BRCAL ve BRCAZ dizi analizinde kullamilan primerler
B1G1AF (BRCA1 Grup 1A Forward):
5’- AGG AGC ATT TGT TACTGAGCCA -3’

B1G1AR (BRCAL Grup 1A Reverse) :
5°-TGC CTG GTAGAAGACTTCCTC -3’

B1G1BF (BRCAL Grup 1B Forward):
5’-GAG GAAGTC TTC TACCAG GCA -3’

B1G1BR (BRCA1 Grup 1B Reverse) :
5~ AGATCT TTG GGG TCT TCA GCA -3’

B1G2F (BRCAL1 Grup 2 Forward):
5’- AAG AAG CCAGCT CAAGCA -3’

B1G2R (BRCAL Grup 2 Reverse) :
5°—AGA CACTCG GTAGCAACGGT -3

B1G3F (BRCA1 Grup 3 Forward):
5-ATATGA CGT GTC TGC TCC AC -3’

B1G3R (BRCAL Grup 3 Reverse) :
5’ -~ TGC AAA GGG GAG TGG AAT AC -3’

B2G4F (BRCA2 Grup 4 Forward):
5’-TGT AAACGAACCCATTTT CAAGAAC-3

B2G4R (BRCA2 Grup 4 Reverse) :
5~ CAG AAACAACTACACTACTCT GTA-3

B2G5F (BRCA2 Grup 5 Forward):
5’- TAT GGC AGG TTGTTACGAGGCA -3

B2G5R (BRCA2 Grup 5 Reverse) :
5’-CCCTTAACTTTG TGT A AGGAAC-3

B2G6F (BRCA2 Grup 6 Forward):
5’- AGA AAC CCAGAG CACTGT GTA-3’

B2G6R (BRCA2 Grup 6 Reverse) :
5"-ATG TGT GGC ATGACT TGG CA -3’
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3.7. Veri Toplanmasi: Bu arastirmada hastalarin anamnez formlar1 ve aldiklar tedaviye
ait dosyalar veri toplama araci olarak kullanilmistir. Bu veri toplama aract meme ve over
kanserleri ile ilgili literatiirlere dayanarak gelistirilmistir.

3.8. Kullanilan Alet ve Cihazlar

© ©° N o gk~ w D E

Spektrofotometre (NanoDrop, ND-1000 )

Mikrosantrifuj (Beckman Coulter)

Derin dondurucu (-20C° Argelik)

Thermal cycler (Applied Biosystems, 2720)

Mikrodalga firin (Sinbo)

Jel elektroforez cihazi (Lightning Volt Power Supply, Model 05P-300)
Fotograf baglantili UV transliiminator (Geneline Image Analysis System)
Hassas terazi (AND Gr-200)

Otomatik pipet (2.5, 10, 100, 1000 pL) (eppendorf)

10. 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

3.9. Kullanilan Sarf Malzemeler

© ©® N o g bk~ DN

TBE-Buffer 10X (Tris, Borik Asit, EDTA- AppliChem, Germany) :Tris 0,89 M,
Borik Asit 0,89 M, EDTA 0,02 M (pH 8,3)

Agaroz (Prona)

Ethidium bromdair

Yiikleme boyasi (Loading dye) (6X Fermentas)

PCR Pirifikasyon Kiti, Sephadex G-50 (Sigma)

QIAmp DNA Izolasyon Kiti (QIAmp DNA Blood Mini Kit -50-,Qiagen)
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)

BigDye Terminator v3.1 5x Sequencing Buffer (Applied Biosystems)

Buffer (10x) EDTA’l1 (Applied Biosystems)

10. 3130xI POP-7 Performance Optimized Polymer (Applied Biosystems)
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3.10. Yeni Nesil Dizi Analizi Teknigi

3.10.1. PicoGreen ile DNA Miktar Tayini

PicoGreen Kit +4 C de saklanir. Kit igerisinden 20X TE, DNA Standart 100ul/mL,
PicoGreen ¢ikiyor. 20X TE den 1X TE yapilmistir. Bu dilue igslemi igin 500ul 20X TE ve
9500ul distile su falkon tiipii eklenerek gergeklestirilmistir. Ol¢iim icin farkli
konsantrasyonlarda standart DNA karisimi hazirlanmistir. Kit igerisinden ¢ikan PicoGreen
1/200 dilue edilmistir. Bu dilisyon &rnek sayis1 hesaplanarak yapilir. Ornek basma 50ul
dilue PicoGreen eklenmistir. Olgiim Roche Light Cycler 480 cihaz1 ile yapilir. Bunun igin
LC 480 plate kullanilir . Ornek sayis1 kadar kuyucuklara 99ul 1X TE, tzerine 1ul DNA
eklenir ve vorteks ve spin yapilmistir. Hasta DNA’lar1 1/100 oraninda sulandirilir.
Sulandirilmis hasta DNA’larindan kuyucuklara 50ul yiiklenmistir. Uzerine 50ul 1/200
dilte edilir. PicoGreen eklendikten sonra, vorteks ve spin yapilmistir. Standart DNA lar
kuyucuklara pipetlenmistir. 50pl Standart DNA ve tzerine 50ul 1/200 dilue pico- green
eklenmistir. PicoGreen eklenmis oOrnekler LC 480 de analiz edilir. DNA miktarlar
hesaplandiktan sonra DNA sulandirmasi yapilip mikrolitre 25 ngr olacak sekilde

hesaplanmustir.

LC 480 PicoGreen Program

Detection Format: SYBR Green | / HRM Dye

Name: Program 1 Cycles: 1 Analysis Mode: Melting Curves

Target: 20 C Acqusition Mode: None Hold: 10 sn
Ramp Rate: 4.4

Name: Program 2 Cycles: 5 Analysis Mode: Quantification
Target: 37C Acqusition Mode: Single Hold: 10 sn

Ramp Rate: 4.4

Sec Target: 0 Step Size: 0 Step Delay:0

Name: Program 3 Cycles: 1 Analysis Mode: Melting Curves
Target: 20 C Acqusition Mode: None Hold: 10 sn

Ramp Rate: 2.2
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3.10.2. DNA Kutuphanesinin Hazirlanmasi:

e Calisma i¢in konsantrasyonu ayarlanan DNA 6rnekleri ile ¢oklu (multiplex) PCR islemi
yapilir. Bu sayede tek bir PCR reaksiyonu ile birden ¢cok DNA bdlgesi ¢ogaltilir. BRCA
icin 5 primer karisimi vardir. Primer karisimlar1 vortekslenir. 12000g de 10 sn santrif(j
edilir. Hasta basina primer karistmindan 10 pl ve 0.075 pl Taqg DNA polimeraz eklenir.
Karigimlarin izerine total DNA miktar1 50ng olacak sekilde DNA dagitilir. Total hacim
15ul olacak sekilde ayarlanmustir.

e Ikinci PCR reaksiyonu olan iiniversal PCR ile hastalar bilinen baz dizileri (MID
Adaptorleri) ile isaretlenmistir. 20ul iiniversal PCR karisimi, 0.125ul Tag DNA
polimeraz ve 4ul MID primer mix 6rnek basina olacak sekilde hazirlanmistir. Karigima
1ul dilue PCR iirtinii eklenmistir. PCR bitiminde tiriinler 1/100 oraninda su ile dilue
edilmisgtir.

e Bu iki PCR asamasi iiretici firmanin 6ngordiigii protokole uygun olarak

gerceklestirilmistir.

e Her hastanin ayn1 MID adaptorii ile igsaretlenen 5 PCR 6rnegi birlestirilmistir ve yitkama

boncuklar1 (AMPure Bead) kullanilarak piirifiye edilmistir.

e DNA kiitiiphanesi olusumu i¢in, piirifiye edilen 6rneklerin DNA miktar tayinleri tekrar

PicoGreen Kkiti ile yapilmistir.

e Yapilan hesaplamalar sonrasi tiim hastalarin 6rnekleri tek bir tiipte toplanarak DNA

havuzu olusturuldu.
BRCA i¢in Multiplex PCR Protokoli
98 C > 10 dak
95 C >45 Sﬂ\
60 C >45sn X20
68 C>2da
72 C > 10 dak

4C>w
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BRCA i¢in Universal PCR Protokol

98 C > 10 dak

95C>455ﬂ\

64 C>45sn X20
68 C>2da

72 C > 10 dak

3.10.3. Yeni Nesil Dizileme

Calismada MiSeq (Illumina, San Diego, CA) NGS sistemi kullanilmistir. Hedefe
yonelik dizileme yapilmistir. Kit olarak MiSeq Reagent Nano Kit V2 kullanilmigtir. Kit iki
parcadan olusmaktadir; cihaza yiiklenen ve iginde dizileme i¢in gerekli primer ve diger

soliisyonlarin oldugu kartus ile dizileme isleminin gerceklestigi Flow Cell .

3.10.4. Kutuphanenin Cihaza Y uklenmesi

e (Cihaza yiikleme agsamasinda kullanilacak kitler ve soliisyonlar kullanim 1s1sina
getirilir.

e (Calismaya ait bilgiler cihaza tanimlanir.

e Olusturulan kiitiiphane denatiire edilir ve kartusta uygun kuyucuga pipetlenir.

o Kite 0zel olan primerler kartusta uygun kuyucuklara pipetlenir.

e (Cihazda ¢alismanin baglamasi icin gerekli ayarlamalar yapilir.

e Flow Cell’in yerlestirilecegi alan temizlenir.

e Flow Cell distile su ile yikanir ve lens bezi ile toz kalmayacak sekilde temizlenir.

e Atik kutusu bosaltilir, Kit icinden ¢ikan soliisyon cihazda uygun yere yerlestirilir.

e Kartus cihazda uygun alana yerlestirilir.

e (alisma parametreleri kontrol edilir ve ¢alisma baglatilir.
3.11. Analiz

Calisma sonrasinda MiSeq cihazindan veriler FASTQ dosyast bi¢ciminde alinmustir.
SEQ biyoenformatik yeni nesil dizi analiz programi kullanilarak veriler analiz edilmistir.

(https://seq.genomize.com/). Mutation taster ve clinvar veritabanlar1 kullanilmistir.
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3.12. Kullamlan Alet ve Cihazlar:

1. Spektrofotometre (NanoDrop, ND-1000 )

2. Mikrosantrifiij (Beckman Coulter)

3. Derin dondurucu (-20C° Arcelik)

4. Thermal cycler (Applied Biosystems, 2720)

5. Otomatik pipet (2.5, 10, 100, 1000 uL) (eppendorf)
6. Isitic1 Blok ( Stuart, SBH 130D)

7. Santriftj (Beckman Coulter Allegra X-12 Centrifuge)
8. Vorteks (Stuart vortex mixer (SA8))

9. Light Cycler 480 Il (Roche)

10. llumina (San Diego, CA)

3.13. Kullamlan Sarf Malzemeler:

1. MiSeq Reagent Nano Kit V2

2. Picogreen DNA Assay Kit (Invitrogen)

3. BRCA Mastr Dx (Multiplicom)

4. Library Prep Kit / Rapid Library MID Adaptors (Roche, 454 Sequencing)
5. Agencourt AMPure Bead (Beckman Coulter)

6. NaOH

7. Lens paper

8. Tris-Cl 10mM, pH8.5+% 0,1 Tween 20
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BOLUM 4: BULGULAR

Calismada, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik ve Molekiiler
Biyoloji Anabilim Dal1 laboratuarma 2010-2017 yillar1 arasinda rutin tan1 amacli genetik
inceleme i¢in gonderilen 460 hasta degerlendirmeye alinmistir. Bu hastalardan 100 hasta
presemtomatik ve patojenik bulgular agisindan aldiklart kemotreapdtik ilaglarla olan
ilsikilerini belirlemek amaciyla segilmistir. Segilen hastalarin 50 si patojenik mutasyon
tasirken 502 si patojenik mutasyon tasimamaktadir. Mutasyonlarin belirlenmesinde sanger
ve yeni nesil dizi analizi teknikleri kullanilmistir. Elde edilmis olan veriler
degerlendirilerek retrospektif bir ¢alisma yapilmustir.

Cizelge 4.1. Cinsiyetin BRCA varyasyonalarina gore dagilimi

BRCA1l BRCAZ2
Cinsiyet n % n %
Kadin 292 96.3 148 94.2
Erkek 11 3.7 9 5.8
Toplam 303 100 157 100

Calismaya katilan 460 hastadan BRCAI1 gen analizi yapilan 303 hastadan 292’si
(%96.3)kadin, 11’1 (%3.7) erkektir. BRCA2 gen analizi yapilan 157 hastadan 148’1 (%9.2)
kadin hasta iken 9’u (%9.2) erkek hastadir.

Cizelge 4.2. BRCA Pozitif Hastalarin Genel Yas Ortalamasi, Ilk Gebelik, Menars,
Menapoz Yaslar1 ve Beden Kitle indeksleri

Grup Hasta Sayisi Ortalama Standart Sapma
(n)

Yas 50 52,7 10,8

Ik gebelik yas1 48 22,3 3,9

Menars yasi 48 14,0 1,3

Menapoz yas1 36 45,5 4.4

BKI (kg/m?) 50 28,2 53
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Calismaya dahil edilen 50 patojenik mutasyona sahip hastanin genel yas ortalamasi ,
ilk gebelik, menars, menapoz yaslar1 ve beden kitle indeksleri incelenmistir. Arastirmaya
dahil edilen 50 patojenik mutasyona sahip hastanin genel yas ortalamasi 52,7’dir.
Hastalarin 12 tanesinin tam zamanli gebelik Oykiisii yoktur ve kalan 48 hastanin tam
zamanli ilk gebelik yas ortalamasi 22,3tlir. Menars yaslar1 sorgulanan 48 hastanin menars

yas ortalamasi 14’tir. Postmenapozal dénemde olan 36 hastanin ortalama yas1 45,5’ tir.

Cizelge 4.3. Hastalarin BRCA1 ve BRCA2 genlerinde saptanan varyasyon sonuglari.

BRCAl BRCA2
n % n %
Varyasyon saptanan 240 79.2 89 56.7
hasta sayisi
Varyasyon saptanmayan 63 20.8 68 43.3
hasta sayis1
Toplam 303 100 157 100

Bu caligmada BRCA1 geninin yeni nesil ve sanger dizi analizi teknikleri ile yapilan
analizi sonucunda 240 aberasyon, BRCA2 geninde ise 89 aberasyon saptanmustir. 460
olgunun 329’unde (%71.5) aberasyon saptanmustir. 131 (%28.5) olguda ise herhangi bir

aberasyon bulunamamuistir.

Cizelge 4.4. BRCA1 ve BRCAZ2 genlerinde saptanan patojenik ve patojenik olmayan
varyasyon dagilimi

BRCA1 BRCA2
n % n %
Patojenik mutasyon 23 79.2 27 56.7
saptanan hasta sayisi
Patojenik mutasyon 21 20.8 29 43.3
saptanmayan
Toplam 44 100 56 100

Patojenik mutasyona sahip hasta sayist1 50°dir. Patojenik mutasyona sahip olmayan
meme kanseri tanisi almig 50 hasta ¢alismaya dahil edilmistir. BRCA1 geninde patojenik
mutasyonu olan hasta sayis1 23 (%79.2), patojenik mutasyona sahip olmayan hasta sayisi
21 (%20.8)olarak belirlenmistir. BRCA2 geninde patojenik mutasyon saptanan hasta sayisi
27 (%56.7), patojenik mutasyona sahip olmayan hasta sayisi 29 (%43.3)dur.
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Cizelge 4.5. BRCAL1 geninde saptanan varyasyonlar

Varyas Pozisyon Exon Nukleotid Varyasyon HGVS**
yon degisimi Ismi
Sayisi

1 chrl7:41251931 Intron 6 G->A IVS7-34C>T 442-34C>T

2 chrl7:41215825 Intron 17 C->T IVS18+66G>A | 5152+66G>A

3 chrl7:41219780 Intron 15 T->C IVS16-68A>G | 4987-68A>G

4 chrl7:41219804 Intron 15 T->C IVS16-92A>G | 4987-92A>G

5 chrl7:41223094 | Exon 15 T->C S1613G 4837A>G

6 chrl7:41226601 Intron 13 G->C - 4485-63C>G

7 chrl7:41234470 Exon 12 A->G S1436S 4308T>C

8 chrl7:41243190 Intron 10 T->G IVS12141A>C | 4097-141A>C

9 chr17:41244000 Exon 10 T->C K1184R 3548A>G

10 chrl7:41244435 Exon 10 T->C E1038G 3113A>G

11 chrl7:41244936 Exon 10 G->A P871L 2612C>T

12 chrl7:41245237 Exon 10 A->G L771L 2311T>C

13 chrl7:41245466 Exon 10 G->A S694S 2082C>T

14 chrl7:41249363 Intron 7 TA->T IVS8-58delT 548-58delT

15 chrl7:41276247 Intron 1 A->G IVS1-115T>C | 19-115T>C

16 chrl7:41245471 Exon 10 C>T D693N 2077G>A

17 chrl7:41247973 Intron 8 A->G - 594-34T>C

19 chrl7:41222975 Exon 15 C>T M16521 4956G>A

20 chr17:41228595 Exon 13 AT -> A 11044V 4393delA

21 chrl7:41228598 Exon 13 G->A P1664L 4391C>T

22 chrl7:41246426 Exon 10 T->C - 1122A>G

23 chrl7:41246427 Exon 10 G->A T3741 1121C>T

24 chrl7:41246488 Exon 10 T->TTCAG | A550H 1119-
1120insCTGA

25 chrl7:41244982 Exon 10 A->G Y856H 2566 T>C

26 chrl7:41201039 Intron 21 G->C - 5406+99C>G

27 chrl7:41201290 Intron 20 A->G - 5333-79T>C

28 chrl7:41256408 | Intron 5 A->AT - 302-131dupA

29 chr17:41199683 Exon 22 C>T T179C C>T

30 chrl7:41246481 | Exon 10 T->C Q356R 1067A>G

31 chrl7:41249343 Intron 7 G->T - 548-37C>A

32 chrl7:41244429 Exon 10 C>T S1040N 31196G>A

33 chrl7:41251777 Intron 8 AC -> A IVS8+14delG | 547+14delG

34 chrl7:41201290 Intron 20 A->G - 533-79T>C

35 chrl7:41208995 Intron19 C->A - 5277+74G>T

36 chrl7:41226601 | intron 13 C>G -

37 chrl7:41223048 Exon 15 T>C M1628T 4883T>C

38 - Intron 17 CA>C - 5152+85delT
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39 chrl7:41242931 Intron 11 G>A - 4185+30G>A
40 chrl7:41258504 Exon 4 T>G C61G 181T>G

41 chrl7:41226387 Exon 14 G>T D1546Y €.4636G>T
42 chrl7:41219611 Intron 16 C>T - 5074+14C>T)
43 chrl7:41244516 Exon 10 A>C E1011A 3032A>C

44 chrl7:41216021 Intron 16 C>T - 5075-53C>T
45 chrl7:41244418 Exon 10 A>G 11044V 3130A>G

46 chrl7:41251803 Exon 7 A>G Y179C 536A>G

47 chrl7:41245900 Exon 10 A>C N550H 1648A>C

48 chrl7:41246092 Exon 10 T>C FA86L 1456T>C

49 chrl7:41228491 Intron 13 A>G - 4484+14A>G
50 chrl7:41276141 Intron 1 G>C - -19-9G>C

** HGVS : The Human Genome Variation Society( Insan Genom Varyasyon Toplulugu)

BRCAL1 geninde 50 farkli patojenik olmayan varyasyon saptanmistir. BRCA1 geninde

ekzon 10’da saptanan KI1183R, E1038, P871L

ve exon 15’de saptanan S1613G

varyasyonlar: toplam 194 olgunun hepsinde gozlenmistir. Ayn1 semptomatik 6zelliklere
sahip bu olgularin fenotipik etkileri ¢ok diistiktiir. 57 olguda N550H, T539M, 2201C/T,

D693N  varyasyonlari

saptanmigtir. Veritabanlarinda bu varyantlar benign olarak

belirtilmistir.
Cizelge 4.6. BRCAL geninde saptanan patojenik varyasyonlar
Varyasyon Pozisyon Exon Nukleotid |Varyasyon HGVS**
Sayisi degisimi Ismi
chrl7:41228595 |Exon 13 |AT -> A 11465* 4393delA
chrl7:41246426 | Exon 10 T->C - 1122A>G
T-> 1119-

3 chrl7:41246428 | Exon 10 TTCAG T374Lfs*5 | 1120insCTGA

4 chrl7:41201039 |Intron21 |G ->C - 5406+99C>G

5 chrl7:41199683 | Exon 22 C->T W1815* | 5444G>A

6 chrl7:41258504 | Exon 4 T>G C61G 181T>G

7 chrl7:41243923 |Exon 10 |A>SAT L1209* 3624dupA

8 chr17:43099865 | Exon 7 T->C S153G 457A>G

9 chrl7:41209104 | Exon 19 CT>C G1748* 5241delA

10 chr17:43057065 | Exon 20 5382 1ns | Stop 1829

11 chr17:43092965 | Exon 11 T->C Y856H 2566T>C

12 chr17:43057088 | Exon 10 R1203T 3607C>T

13 chrl17:43051077 |Exon 21 G->A T1773I 5318C>T

14 chr17:43093955 | Exon 10 G->A Q526* 1576C>T

15 chrl7: 3234007 |Exonl 0 CT>C L1908R* | 5722 5723delCT

16 chrl7:41209082 | - - 1129insA | Stop 635
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BCA1 geninde saptanan patojenik varyasyona sahip hasta sayisi 23’tiir. 11e1465*

frameshift mutasyona sahip biri kiz ikisi erkek ii¢ kardes saptanmistir. GInl756Profs *

frameshift mutasyonu anne ve kizinda rastlanmustir. Gly1748Valfs* ise ii¢ farkli kadin

hastada saptanmustir.

Cizelge 4.7. BRCAZ geninde saptanan varyasyonlar

Varyasyon Pozisyon Exon Nukleotid Varyasyon HGVS
Sayisi degisimi Ismi

1 chr13:32929387 | Exon14 | T->C V2466A 7397T>C

2 chr13:32915005 | Exon1ll |G->C V2171V 6513G>C

3 chr13:32913055 | Exon1l |A->G L1521L 4563A>G

4 chr13:32907535 | Intron 10 | CT ->C IVS10+12delT | 1909+12delT

5 chr13:32906729 | Exon10 | A->C N372H 1114A>C

6 chr13:32893197 | Intron2 | AT ->A IVS2-7delT 68-7delT

7 chr13:32903685 | Intron8 | C->T IVS8+56C>G 681+56C>T

8 chr13:32912299 | Exon1l |T->C V1269V 3807T>C

9 chr13:32936646 | Intron16 | T->C IVS16-14T>C 7806-14T>C

10 chr13:32953388 | Intron21 | T->C IVS21-66T>C 8755-66T>C

11 chr13:32973012 | 3UTR A->C 10590 *105A>C

12 chr13:32899388 | Intron4 | A->C IVS4+67A>C 425+67A>C

13 chr13:32900149 | Intron4 | T->C 1IVS4-89T>C 426-89T>C

14 chr13:32900933 | Intron7 | T->A - 631+183T>A

15 chr13:32906480 | Exon10 | A->C N289H 865A>C

16 chr13:32906980 | Exon10 |A->G S455S 1365A>G

17 chr13:32910721 | Exonl1ll |T->C H743H 2229T>C

18 chrl3:32911463 | Exon1l |A->G N991D 2971A>G

19 chr13:32929478 | Intron14 |C->T IVS14+53C>T | 7435+53C>T

20 chr13:32890572 | 5UTR G->A 5'UTR203 26G>A

21 chr13:32900933 | Intron7 | T->A - 631+183T>A

22 chrl3:32911411 |Exonl1ll |G->A S973S 2919G>A

24 chr13:32911888 | Exon1l |A->G K1132K 3396A>G

25 chrl3:32929232 | Exon14 |A->G S2414S T7242A>G

26 chr13:32968810 | Intron24 | T->C IVS24-16T>C 9257-16T>C

27 chr13:32912750 | Exon1l |G->T D1420Y 4258G>T

28 chr13:32904949 | Intron8 |G->T - 682-107G>T

29 chr13:32920844 | Intron12 | T->C - 6938-

120T>C

30 chr13:32928936 | Intron13 | A->G IVS13-62A>G | 7008-62A>G

31 chr13:32937526 | Exon18 |G ->T K2729N 8187G>T

32 chrl3:32968743 | Intron24 | G-> A IVS24-83G>A | 9257-83G>A

33 chrl13:32972884 | Exon27 |A->G 13412V 1023A>G
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34 chr13:32890726 | Intron2 | T->G IVS2+62T>G 67+62T>G
35 chr13:32913804 | Exon1l |G->A G1771D 5312G>A
36 chr13:32911810 | Exon1l |[C->G S1106R 3318C>G
37 chr13:32911802 | Exon1l |A->C T1104P 3310A>C
38 chr13:32911995 | Exonl1l |T->A M1168K 3503T>A
39 chr13:32914236 | Exon1l [C->T T1915M 5744C>T
40 chr13:32972526 | Exon27 | G->A P3292P 9876G>A
41 chr13:32937708 | Intron 18 | G -> A - 8331+38G>
A
42 chr13:32937663 | Exon18 | T->G M2775R 8324T>G
43 chrl3:32911547 |Exon1l |[C->G L1019V 3055C>G
44 chrl3:32971042 | Exon26 |A->G D3170G 9509A>G
45 chr13:32890665 | Intron2 | G->A IVS2+1G>T 67+1G>A
46 chr13:32899103 | Intron3 | C->A - 317-110C>A
47 chr13:32893197 | Intron2 | AT>A - 68-16delT
48 Intronl | T->C -
49 chr13:32954037 | Exon23 | A->C Y305S 9104A>C
50 chr13:32913091 | Exon11 | A->C K1533N 4599A>C
51 chr13:32918583 | Intron 11 | T->G - 6842-
1127>G
52 chr13:32913342 | Exon11l |G->A S1617N 4850G>A
53 chr13:32906766 | Exon10 |C->T S384F 1151C>T
54 chr13:32971265 | Intron 26 | G-> A - 9648+84G>
A
55 chr13:32906471 | Exon10 | T->C S286P 856T>C
56 chr13:32968777 | Intron24 | T->C - 9257-49T>C
57 chr13:32913091 | Exon11 | A->C K1533N 4599A>C
58 chr13:32937431 | Exon18 | G->A A2698T 8092G>A
59 chr13:32930598 | Exon15 | T->C 12490T 7469T>C
60 chr13:32903734 | Intron8 | T->G - 681+105T>G
61 chr13:32914359 | Exon1l | A->G D1956G 5867A>G

BRCAZ2 geninde V2466A, N372H, N991D, 5950delCT, T1915M ve 2020A/G

varyanlar1 toplam 38 olguda goézlenmistir. Saptanan bu varyasyonlar benign olarak en ¢ok

saptanan degisimlerdir. Saptanan varyasyonlar ¢gizelge 4.7.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.8. BRCA2 geninde saptanan patojenik varyasyonlar

Varyasyon Pozisyon Exon Nukleotid Varyasyon
Sayisi degisimi Ismi
HGVS
. |ehr13:32007382 |Exon 10 [ZTTTA Jisomts22 | 1768-17710eITTTA
2 chr13:32900655 |[Exon7 | A->AT 1180Yfs*3 536-537insT
3 chr13:32911810 [Exon1l [C->G S1106R 3318C>G
4 chr13:32911802 |Exon 11 |A->C T1104P 3310A>C
5 chrl3:32972526 [Exon 27 |G -> A P3292P 9876G>A
6 chr13:32937663 |Exon18 |T->G M2775R 8324T>G
7 chr13:32890665 |Intron2 |G ->A IVS2+1G>T 67+1G>A
8 chr13:32954037 |Exon 23 |A->C Y305S 9104A>C
9 chr13:32914782 |Exon 11 |C->T T2097M 6290C>T
10 chr13:32937663 |Exon 18 | T->G M2775R 8324T>G
11 chr13:32893271 [Exon3 |A->G Y42C 125A>G
12 chr13:32398489 [Exon 27 [A->T K3326* 9976 A>T
13 chr13:32936709 [Exonl7 | T->C W2619R 7855T>C
14 chr13:3293741 - A>T R2668T 8002A>T
15 chrl3: 32913077 | Exonll | G->A G1529R 4585G>A
16 chr13: 32340330 | Exonll | C->T S1992L 5975C>T
17 chr13:32911278 | Exonll | T->C L929S 2786T>C
19 chrl3: 32379893 | Exon23 | C->CA T3033Afs*11 (9089 9090ins
20 chrl3: 32398212 | - delTATG |Cys3233Trpfs |9699 9702delT

BRCA2 geninde patojenik varyasyon saptanan hasta sayisi 27°dir.

Tyrd2Cys

mutasyonu ailesel meme kanseri Oykiisii olan anne ve iki kiz kardeste saptanmustir.

Ser1992Leu mutasyonu ise anne ve kizinda , Lys.3326* frameshift mutasyonu ise 4 farkli

kadinda rastlanmustir.

Cizelge 4.9. Ailesel meme/over kanseri 0ykusu olan hastalarin BRCA varyasyon dagilimi

Meme kanseri Meme kanseri Over kanseri Over kanseri
Oykusu olanlar oykusu oykusu olanlar oykusi
olmayanlar olmayanlan
n % n % n % n %
BRCA 41 82 9 18 3 6 47 94
Pozitif
BRCA 23 46 27 54 2 4 48 96
Negatif
Toplam 64 36 5 95
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Calisilan 50 BRCA pozitif varyasyona sahip 41 (%82) olgunun ailesel meme Oykusi
vardir, 9(%18) olguda ailesel meme kanseri dykisu yoktur. 3 (%6) olgunun ailesel over
kanseri Oykiisii saptanirken,47(%94) olguda ailesel over kanseri dykiisii saptanmamistir. 50
BRCA negatif hastalarda ise 23(%46) olguda ailesel meme kanseri 6ykusu ve 2 (%4)
olguda ailesel over kanseri Oykiisii vardir. 27(%54) olguda meme kanseri Oykusu , 48
(%96) olguda ailesel over kanseri 0ykusi yoktur. Ailesinde meme/over 6ykisl olanlarda
ve olmayan olgularda BRCA1l ve BRCA2 aberasyon dagilimi gizelge 4.9 ‘da

gosterilmistir.

Cizelge 4.10. BRCA pozitif ve BRCA negatif hastalarin histolojik 6zelliklere gore

dagilimi
BRCA Pozitif* TOPLAM BRCA Negatif** TOPLAM
POZITIF | NEGATIF POZITIiF NEGATIF
n % n % n % n % n % n %

ER 18 36 | 32 64 50 | 100 34 68 16 | 32 50 | 100

PR 12 24 | 38 76 50 | 100 26 52 24 48 50 | 100

HER-2 | 6 12 | 44 | 88 50 | 100 16 32 34 68 50 | 100

*BRCA Pozitif: BRCA patojenik mutasyon tagiyan 50 olgu.
**BRCA Negatif: BRCA patojenik mutasyon tagimayan 50 olgu.

100 hastaya ait histopatolojik 6strojen reseptorii (ER), progesteron reseptérii (PR), insan
epidermal buyume faktori reseptori (HER-2) o6zellikler Cizelge 4.10° da gosterilmistir.
BRCA pozitif hastalarda reseptor pozitifligi ER(%36), PR(%24), HER-2(%12) olarak
saptanmigtir. BRCA negatif hastalarda reseptorlerin pozitifligi ER(%68), PR8%52), HER-
2(%32) olarak saptanmistir. Istatiksel olarak degerlendirilen iki grup arasinda anlaml bir
fark oldugu bulunmustur. ER, PR, HER-2 negatif olan ve BRCA pozitif hastalardan 11
tanesi U¢li negatif hasta olarak saptanmustir.
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Cizelge 4.11. BRCA varyasyonlarina sahip hastalarin kemoterapi tedavi dagilimi

BRCA POZITIF BRCA NEGATIF
n % n %
Neoadjuvan tedavi 19 38 22 44
Adjuvant tedavi 41 82 43 86
Herceptin 6 12 16 32
Hormon tedavisi 14 28 38 76
Radyoterapi 46 92 41 82

Calismaya alman 50 patojenik ve 50 patojenik olmayan varyasyona sahip hastalarin

aldiklan1 tedavi dagilimi1 ve onkolojik 6zellikleri (first-line neoadjuvan tedavi, first-line

adjuvant tedavi, herceptin tedavisi, hormon tedavisi ve radyoterapi) c¢izelge 4.11°de

verilmistir. BRCA pozitif 50 olgunun %38 neoadjuvan tedavi, %82 adjuvant tedavi, %12

herceptin( trastuzumab) , %28 hormon tedavisi, %92 radyoterapi aldigi saptanmstir.

BRCA negatif 50 olgunun %44 neoadjuvan tedavi, %86 adjuvant tedavi, %32

herceptin(trastuzumab), % 76 hormon tedavisi, %82 radyoterapi aldig1 saptanmustir.

Cizelge 4.12. BRCA pozitif olan ve ¢li negatif 6zellik gosteren hastalarin aldiklar

tedaviler, timor evre, timor gapi, tumor grade, aile hikayesi ve patojenik mutasyona ait

genler
Hasta Tedavi T T T | Aile Adj KT Adj ET Adj RT | Patojenik
sayl1st Sekli evre | capt | Grad | Oykisu mutasyon
tastyan
gen
1 adjuvan 1 1,6 2 var 4AC tamoksifen Yok BRCA2
2 adjuvan 1 2 3 var 3Cef 3D tamoksifen | Almadi | BRCAL
3 adjuvan 3 4 3 yok 3Caf 3D- yok Aldi BRCA2
Trastuzumab
4 neoadjuvan 3 55 2 var 4AC4D neo yok Aldi BRCA1
5 adjuvan 3 7,7 2 yok 3Caf 3D tamoksifen Aldi BRCA2
6 adjuvan 2 3,5 3 yok 3Caf 3D yok Yok BRCA1
7 neoadjuvan 3 55 3 yok 4Ac +4D yok Yok BRCA1
8 adjuvan 1 1,2 2 var 3AC tamoksifen | Almadi | BRCAZ2
9 neoadjuvan 2 3 3 var 3AC+3AD yok Aldi BRCA2
10 adjuvan 3 4.4 2 yok 4CAF+4D yok Aldi BRCA1
11 adjuvan 3 6,2 2 var 4AC tamoksifen Yok BRCA2
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BRCA pozitif hastalardan ER, PR VE HER-2 negatif hastalardan 11 farkli patojenik
mutasyona ait hastalarin aldiklar1 adjuvan ve neoadjuvan tedaviler., Tiimdr evreleri, caplari
gradeleri ve aile dykileri cizelge 4.12°de verilmistir. Timor ¢ap1 ve tiimor gradeleri tigli
negatif hastalarda diger hastalara gore yiiksek oranda saptanmistir. Tiimor ¢api biiyiidiikge
hastaligin niiks oranida artmaktadir. Yiiksek tiimor gradeleri ise kotii prognoza isaret eder.

Erken metastaz saptanmistir.
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BOLUM 5: TARTISMA

Meme kanserleri kadinlarda en ¢ok saptanan kanser tiirii olup sporadik veya kalitsal
(herediter) olarak ortaya ¢ikmaktadir. Meme kanseri gelisiminde 6nemli genetik risk
faktorlerinden biri BRCAL, BRCA2 gibi DNA tamirinde rol oynayan genlerde yer alan
mutasyonlardir. BRCA genlerine ait saptanan varyasyon sayist yapilmakta olan genetik
arastirmalar dogrultusunda artmaktadir. Bu varyasyonlarin genetik karakterizasyonlarini
ortaya koymak ve klinik bulgular ile iliskisini saptamak, prognozda yeni tedaviler icin yol

gosterici olabilmektedir.

Gunimuzde gelistirilen molekiiler teknikler yardimiyla, farkli onkogen/pro-onkogen
aktivasyonu ve/veya tumor supresdér gen fonksiyonlarinda kayiplara bagli olarak,
histopatolojik goriinimleri ayni bile olsa tiimorlerin farkli davranis, tedavi yaniti ve
prognoz gosterdikleri anlagilmistir. Klinikopatolojik 6zellikler ve hastalarin demografik
ozellikleri arasindaki korelasyon bu bulgulara 6nemli katki saglamaktadir ve meme kanseri

riskini arttirmaktadir.

Calismamizda 460 hastaya BRCA gen analizi yapilmis, BRCAL geninde 240 hastada
16’s1 patojenik olmak Uzere 66 farkli varyasyon saptanmistir. BRCAL geninde patojenik
mutasyona sahip hasta sayis1 23’tiir. BRCA2 geninde 89 hastada 20’si patojenik olmak
Uzere 81 farkli varyasyon saptanmistir. BRCA2 geninde patojenik mutasyona sahip hasta
sayis1 27°dir. Bu bilgiler dogrultusunda BRCA 1 ve BRCA2 geninde toplamda 50
patojenik mutasyona sahip hasta ve 50 patojenik mutasyon tagimayan varyasyonlara sahip
meme tanisi almig hastalar secilerek yeni nesil dizi analizi ve otomatik dizi analizi
sonuglar1 veritabanlarindan elde edilen bilgiler dogrultusunda incelenmistir. Literatiirde
bildirilen varyasyon sayist BRCA1l de >900 iken BRCA2 de >500 seklindedir
(Manguoglu A.2004). Saptadigimiz varyasyon sayisinin az olmasi olgu sayisinin az

olmasina ve ayn1 bolgede yasayan hastalar1 kapsamasina baglanmistir.
Ricks ve ark. meme kanserinde BRCA pozitif toplam 206 olgu incelemistir.

Calismamizda saptadigimiz N550H, TI1915M, 2201C/T, N991D varyasyonlar1i bu

calismada da saptanmustir.
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100 hasta BRCA mutasyonlari yoniinden incelenmistir. 50 meme/over kanseri olgunun
23’'unda BRCA1 mutasyonu, 27’sinda BRCA2 mutasyonu ve 50’sinde mutasyon
saptanmamistir. K1183R ve N991D aberasyonlar1 mutasyon olan ve olmayan ailelerde
saptanmis ve iki varyasyon iligkili bulunmustur. Mutasyon tasiyan ve tagimayan aileler
polimorfizmleri bulundurmalar1 yoniinden degerlendirilmistir. Farkli olarak K1183R,
E1038, P871L, S1613R varyasyonlarinin sikligt mutasyon tasiyan ailelerde yiiksek
bulunmustur. Ricks ve ark. K1183R, E1038, P871L, S1613R varyasyonlarinin diger
bilenen patolojik mutasyonlarla iliskili bulmuslardir. Yaptiklar1 bu ¢alismada Q356R-
D693N-E1038G varyasyonlarint kalitsal meme kanseri olan kadinlarda DNA tamir
kapasitesi ile iliskili oldugunu saptamislardir. Calismamizda 21 patojenik mutasyona sahip
hastada K1183R, E1038, P871L, S1613R varyasyonlarini saptadik.

Calismaya aldigimiz BRCA pozitif meme kanseri tanili hastalart demografik 6zellikler
acisindan incelenmis olup genel yas ortalamasi 52,7 olarak bulunmustur. Hastalar1 yas
dagilimlarina gore inceledigimizde ise hastalarin %49,6’s1 49 yas ve altinda, %28,4’1i 50-
59 yas araliginda ve %21,8’1 60 yas ve tizerinde idi. Ortaya koydugumuz yas verileri Beji
ve arkadaglarinin 405 Tirk hasta ile yaptiklar1 ve 2007 yilinda yayinlanan c¢alismanin
sonuclari ile uyumludur. S6z konusu aragtirmada hastalarin %42,7’si 49 yas ve altinda,

%27,7’s1 50-59 yas araliginda ve %29,6’s1 60 yas ve iizerinde oldugu tespit edilmistir.

Meme kanseri gelisme riskinin yasla dogru orantili oldugu bilinmektedir. Fakat genc
yasta meme kanseri tanist almis hastalar da mevcuttur. Bizim c¢alismamizda 30 yasin
altinda meme kanseri tanist almig 2 vakada patojenik mutasyon olarak Thrl773lle ve
Lys3326Thr degisimleri saptanmigtir. Bu durum literatirde geng yas araliginda goriilen
meme kanserinin BRCA gen mutasyonu ile iligkili olabilecegi yoniindeki bilgisiyle
uyumludur (Pazdur ve dig. 2003).

Patojenik hasta grubumuza ait ilk gebelikle yasi ortalamasi % 27,3 tiir. Bu hastalarin
%7’sinde ilk gebelik 30 yas iizerindeydi. Beji ve arkadaslarini yaptiklart ¢alismanin
sonuglariyla uyumludur. S6z konusu arastirmada hastalarin ilk gebelik yas araligi 21-29 ve
%13,I’inin ilk gebelik yas1 30 yas ve iizerinde olarak tespit edilmistir. Hastalarin
menapozal durumlart degerlendirildiginde postmenapozal yas ortalamasi 45,5 ve beden

kitle indeksleri 28,2 olarak saptanmistir. Literatiirde postmenapozal donemdeki kadinlarda
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artmis beden kitle indeksinin, artmis meme kanseri riski ile iligkili oldugu gosterilmistir

(Neslihan ve dig. 1998).

Calismamizda 100 hastalanin 64’ {inde birinci derece akrabalarinda meme kanseri
Oykusu, 5’inde over kanseri Oykiisii mevcuttur. BRCA pozitif 50 olgunun %82’sinde
BRCA negatif 50 hastanin %46’sinda ailesel meme kanseri oykiisii saptanmistir. Yazici ve
ark. kalitsal meme/over kanserli olgularda BRCA1/BRCAZ2 genleri ile ilgili yaptigi bir
calismada 73 ailesel meme ve/veya over kanseri, 72 erken yas meme kanseri olmak Uzere
toplam 145 Tiirk olgu ile belirli ekzonlar1 taramiglardir. %24,3 oraninda bir deger elde
etmiglerdir. Bizim galismamizda ise meme kanseri aile 6ykisl saptanan hasta orani daha
yuksektir. Bu durum bizim hasta sayimizin daha az olmasi, hasta gruplari arasinda etnik
ve genetik farkliliklar olmasina baglh oldugunu diisiindiirmektedir. Literatlirde bu durumun
BRCA pozitif varyasyon sayisinin fazla olmasiyla iligkili oldugu yoniinde de bulgular
vardir. Saptanan mutasyonlarin ailevi kanser olgular1 ile iliskilendirilmesi, sonraki
nesillerde ortaya ¢ikabilecek meme kanseri olgularini erken dénemde saptayabilmek, daha

da iyisi; koruyucu tedavi seceneklerini uygulayabilmektir ( Victor ve dig. 2008).

BRCA pozitif meme kanserinde varyasyon iligkisi olan ve alinan kemoterapi tedavisi
tizerinde etkili olan diger 6zellikler ise histopatolojik ve molekiiler patolojik bulgulardir.
Hedefe yonelik tedaviler patojenitesi yiiksek varyasyonlarin insanda kansere sebep
oldugunun acik bigimde tanimlanmasiyla hizla artmistir. Sinyal yolaklarinin molekiiler
karakterleri ve anormal buyiime, apoptazis inhibisyonu, hucresel invazyon ve metastaza
yol acgtiklarinin tanimlanmasi ile birlikte ¢ok sayida hedeflenmis antikanser ilag
gelistirilmigtir (Telli ve dig. 2015).

ER, PR HER-2 (cerb-B2) agisindan degerlendirilen olgularda, sistemik bir kemoterapi
tedavisinin uygulandigi yoniinde bulgular vardir. Bircok c¢alismada kombinasyon
kemoterapisi ile genel hasta populasyonunda tedaviye yanit %30-40 arasindadir. Bu
oranlar primer tiimdriin 6zelligine gore degisir. Bu histopatolojik bulgular hastaliksiz sag
kalim ve rekurrens grafisi Uzerinde de etkilidir. NSABP-27( National surgical adjuvant
breast and bowel project) ¢alismasinda neoadjuvan tedavide dosetakselin(AC) sagkalimi

%12°den 26’ ya ¢ikarttig1 ortaya konmustur.
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ER, PR ve HER-2 reseptérlerinin pozitifligi saptanan 52 hastada BRCA
varyasyonlarinin pozitif veya negatif olmasi neoadjuvan tedaviyi yonlendirmede anlamli
bulunamamustir. ER, PR ve HER-2 negatifligi saptadigimiz 11 hastanin durumunda ise
BRCA pozitifligi etkili bulunmustur. Heather ve ark. poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)
inhibitort veliparib, BRCA1 veya BRCA2 mutasyonlartyla birlikte lokal tekrarlayan veya
metastatik meme kanseri olan hastalarda advers olaylar1 artirmaksizin karboplatin ve
paklitaksel kemoterapisine eklendiginde genel yanit oranimi arttirdigimi  ortaya

koymuslardir.

Klinik ¢aligmalarda adjuvant kemoterapide ise tiimor ¢api 0.5-1 cm’nin iizerinde olan
hastalarda aksiller lenf nodu pozitif olan tim hastalara uygulandig: tespit edilmistir. 50 yas
altindaki premenopozal hastalar, 50 yasin lizerindeki hastalardan daha fazla yarar gordiigii
tespit edilmistir. Calismamizda menapoz yas ortalamasini 45,50lan 36 hasta mevcuttur. 14
hasta premenapozal evrededir ve yas ortalamast 37,4° tir. Aldiklar1 tedaviler
karsilastirildiginda premenapozal hastalarda sag kalim orani daha fazladir. Early Breast
Cancer Trialists Cooperative Group (EBCTQG) tarafindan adjuvant kemoterapi kullanimi
randomize klinik ¢aligmalarinin metaanalizleri yapilmaktadir. 29.000 hastada 6 ay siireyle
adjuvant ¢oklu kemoterapi kullanimi yillik 6liim oranii 50 yas altindaki hastalarda %38,
50-70 yas hastalarda %20 oraninda azaltmistir. Adjuvant tedavide antrasiklinler 25 yildan
fazla siiredir kullanilmaktadir. Antrasiklin igeren rejimlerini birinci jenerasyon klasik

rejimlerden (CMF) gibi daha iistiin oldugu gosterilmistir (Feldman 2011).

Taksanlar da bir¢cok hastada standart tedavi olarak uygulanmaktadir. Taksan grubu
kemoterapotiklerin (paklitaksel, dosetaksel) tedaviye eklenmesinin, lenf nodu tutulumu ve
hormon reseptdr ekspresyonu BRCA pozitiflige bakilmaksizin hasta gruplarinda
hastaliksiz sag kalim ve genel sag kalimi iyilestirdigi gosterilmistir. Calismamizda BRCA
pozitif 42 hastada kullanimi1 mevcuttur. Erken evre meme kanserli hastalarda doksorubisin
—siklofosfamid (AC) rejimi ile dosetaksel-siklofosfamid (DC) rejiminin karsilastirildigi
randomize bir ¢alismada DC rejimi AC rejiminden hastaliksiz sag kalim ve genel sag

kalim ag¢isindan daha {istiin bulunmustur (Kurebayashi ve dig. 2006).

Premenapozal hastalarda adjuvant endokrin tedavide standart tedavi tamoksifendir.
Menapozdaki hastalarda hem tamoksifen hem de aromataz inhibitdrleri kullanilmaktadir.

Tamoksifen 6strojen hormonuna baglanarak etki eder. 2005 yilinda EBCTG tarafindan
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yapilan meta- analiz ¢calismalarda 5 yi1l tamoksifen tedavisinin yillik rekiirrens hizim1 %41,
Olim hizim1 %34 azalttigr gosterilmistir. BRCA varyasyonu saptadigimiz 42 hastada
kullanimi tespit edilmistir. Bu hastalarin 11’inde metastatik bulgu saptanirken, 31 hastada
saptanmamustir. Kemoprevansiyonel yontemlerden biri olan tamoksifen genetik olarak risk
altinda BRCA patojenik mutasyonu olan presemptomatik bulgulara sahip hastalarda
kullanimida 6nerilmektedir (Phillips K. 2011).

Perou ve arkadaslar1 tarafindan genomik profillemeye dayanarak en az dort temel
molekiiler alt tip belirlenmistir. Ailesel BRCA 0ykusu ve patojenik mutasyonu olan meme
kanserli hastalarda “bazal benzeri” alt tipe daha ¢ok benzeyen bir gen ekspresyon profili
gozlenmektedir. Bu simmiflamada, tim meme Kkanserlerinin % 10-17’sini olusturan,
genellikle geng yasta ortaya ¢ikan, siklikla agresif bir seyre sahipve ER; PR ve HER-2
negatifligi nedeniyle salt kemoterapoétiklerle tedavi edilebilen {iglii negatif meme kanseri
ilk sirada gelmektedir. Calismamizda BRCA patojenik mutasyonlu 50 hastadan 11’1 tglu
negatif hastaladir .Hastalarin yas ortalamasi %37,9’dur. Ucli negatif hastalarda ortaya
cikan tiimorlerin, platin bilesiklerine veya poli (ADP-riboz) polimeraz inhibitorlerine
duyarli olduklari gosterilmistir. Homolog DNA onariminda BRCA1 / 2 proteinlerinin
islevlerinin artan anlayisiyla BRCA ile iligkili meme kanseri tiimorlerinin belirgin

farkliliklar gosterebilecegi kabul edilmektedir (Cotter ve dig. 2012).

Ciara ve ark, Poli (ADP-ribose) polimeraz inhibitorlerinin (PARPi),meme ve
yumurtalik kanseri ile iliskili olan BRCA1/2 germline mutasyonlu (gBRCAm) hastalarda
klinik etkiler gosterdigini belirtmiglerdir. Elde edilen kanitlar PARP’1n; prostat, akciger,
endometriyal ve pankreas kanserleri gibi DNA hasar onarimi yaklasiminda yetersiz olan
kanser tedavileri acisindan daha genis ¢apli bir uygulama oldugunu 6ne siirmektedir.
Birka¢ PARP inhibitoru, bu solid timdrlerdeki tek faktorlli ya da birlesik tedavi olarak
klinik arastitrmalar1 I/II asamalarinda bulunmaktadir. Bu, ilerlemis solid tiimorlerde klinik
sonlanim1 gelistirmektedir. Bu arastirmacilar burada, preklinik verileri ve PARP
inhibitoriiniin klinik gelisimini degerlendirip ve gBRCAm baglantili meme ve yumurta
lik kanseri Otesindeki solid timdrlerde s6z konusu inhibitoriin gelecekteki gelisimini
tartismaktadirlar. PARP inhibitorii tedavisinin kapsamini genisletmek agisindan Olaparib,
Iniparib ve Veliparib gibi tiirevleri (izerinden Karboplatin/Temozolamid kombinasyonu
mevcut kemoterapi tedavisine eklenerek rekiirrens riskini azaltmak ve sag kalimi arttirmak

amaci ile klinik arastirmalar sirmektedir (Soley ve Stefhan 2011).
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Literatiirde farkli yontemlerle, farkli iilkelerde bir c¢ok ¢alisma yapilmis olup
aragtirmalardaki hasta gruplarmin 6zellikleri ve kullanilan yontemlerin duyarliliklart
birbirinden farklidir. Bu nedenle BRCA-1 ve BRCA-2 gen mutasyonu pozitiflik oranlari
kullanilan yonteme, hasta gruplarinin 6zelliklerine ve arastirilan toplumun etnik ve genetik
Ozelliklerine gore farklilik gosterebilmektedir. Meme ve yumurtalik kanserleri 6tesinde
solid tumorlerde BRCA pozitifligin hasta  fenotipleriyle iliskili olan molekiiler
anormallikleri daha ¢ok anlamaya ¢alismak, yeni tedavi deneme stratejileri ve ilag
kombinasyonlar1 kesfetmek ve belirleyici biyogostergeleri tanimlamak hedefe yonelik

uygun tedavi kapsamini genisletmek agisindan oldukga 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.
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BOLUM 6: SONUC VE ONERILER

Calismada yer alan 100 hastanin patojenik ve patojenik olmayan mutasyonlari yeni
nesil dizi analizi ile yapilan ¢alismalarinin veri tabanindan elde edilen sonucglara gore

degerlendirilmistir.

Saptanan varyasyonlar hastalarin demografik, klinikopatolojik ve histopatolojik
Ozelliklerine gore iliskilendirilmistir. Elde edilen sonuglarin ilerki ¢alismalarla
genisletilmesiyle BRCA1 ve BRCA2 varyasyonlarinin kemoterapi tedavilerinin {izerine
olasi ekileri artmig olup meme kanseri prognozunda hedefe yonelik tedavilerin

gelismesinde katkida bulunabilenecegi sonucuna vardik.
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