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OZET

BLM(rs2270132) ve RAD51 (rs1801320) Gen Polimorfizmlerinin Meme Kanserindeki
Rollerinin Arastirilmasi

Amag¢: BLM ve RAD51 genleri homolog rekombinasyona dayali DNA tamirinde
olusan Holliday kavsaginin ¢oziilmesi ve DNA onariminin tamamlanmasi sirasinda énemli
gorevler tstlenir. RAD51(rs1801320) ve BLM(rs2270132) polimorfizmleri bu genlerin
anlatimmda degisiklige neden olabilecek polimorfizmlerdir. Bu veriler 1s1ginda, bu
calismanin amact hastane tabanli kadin populasyonunda RAD51(rs1801320) ve
BLM(rs2270132) polimorfizmleri ile meme kanseri riski arasindaki iligkiyi arastirmaktir.

Yontem: RADS51(rs1801320) ve BLM(rs2270132) polimorfizmleri i¢in 103 meme
kanserli kadin hasta ve 142 saglikli kadinin DNA 6rnekleri kullanilarak PCR-RFLP yontemi
ile genotipleme yapildi. Istatistiksel analiz i¢in SPSS programi kullanilarak genotip ve allel
frekanslari, p, 2 ve OR ( %95 giiven araliginda) degerleri elde edildi. Son olarak Hardy-
Weinberg esitligi (HWE) test edilen hastalar ve kontrol popiilasyonu i¢in dogrulandi.

Bulgular: Her iki polimorfizm ile meme kanseri riski arasinda istatistiksel olarak bir
anlamlilik olmadigi bulundu (RAD51 ve BLM igin p degerleri: 0.115 ve 0.907). Allel
frekanslar1t RAD51(rs1801320) polimorfizminde sirasiyla hasta ve kontrollerde G alleli igin
%86.0, %92.0, C alleli i¢in %14.0, %8.0 seklinde ve BLM(rs2270132) polimorfizminde A
alleli i¢in %88.0, %89.0, C alleli i¢in %12.0, %11.0 seklinde ortaya ¢ikarildi. Her iki SNP i¢in
de genotip ve allel frekanslar1 ile meme kanseri riski arasinda anlamli iliski olmadigi bulundu.
(Tim frekanslar i¢in p>0.05). Bu polimorfizmler i¢in genotip dagilimi hasta ve kontrol
popiilasyonu i¢in Hardy-Weinberg esitligine gore kararli bulundu (p>0.05).

Sonugc: Bu calismada yer alan polimorfizmlerin meme kanseri riski ile iliskili olmadig1
bulunmustur. Ileriki ¢alismalarda daha genis ve daha iyi tanimlanmis bir popiilasyonda klinik
bilgilerin varliginda bu polimorfizmlerin meme kanserinde tanimlayici bir biyomarkdr olarak
kullanilabilmesi i¢in daha genis ¢capli ¢alismalar yapilabilir ve ayrica haplotip analiziyle, ayni
gendeki SNP’lerin kombinasyonlar1 sonucu ortaya ¢ikan meme kanseri riski elde edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, RAD51, BLM, rs1801320, rs2270132
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INGILIiZCE OZET

The Investigation of the Roles of BLM(rs2270132) and RAD51 (rs1801320) Gene
Polymorphisms in Breast Cancer

Objective: RAD51 and BLM genes play an important role in Holliday junction
resolution that occurs during homolog recombination-based DNA repair and completion of
DNA repair. RAD51(rs1801320) and BLM(rs2270132) polymorphisms may lead to changes
in the expression of these genes. In the light of these data, the purpose of this study is to
investigate association between RAD51 (rs1801320) and BLM (rs2270132) polymorphisms
and breast cancer risk in hospital-based women population.

Methods:  Genotyping for RADS51(rs1801320) and BLM(rs2270132)
polymorphisms in DNA samples of 103 breast cancer patients and 142 healthy women was
performed by PCR-RFLP method. SPSS software was used to calculate genotype and allele
frequencies, p, y2 and OR (95% confidence intervals) values. Finally, Hardy-Weinberg
equilibrium was confirmed for tested patient and control populations.

Results: It was found that there was no statistically significant association between
these polymorphisms and breast cancer (p values for RAD51 and BLM: 0.115 and 0.907,
respectively). Allele frequencies of RAD51(rs1801320) for G allele were 86.0%, 92.0% and
for C allele 14.0%, 8.0% and allele frequencies of BLM(rs2270132) for A allele were 88.0%,
89.0% and for C allele 12.0%, 11.0% in cases and controls, respectively. There was not
statistical difference between both genotype and allele frequencies in cases and controls
(p>0.05 for all frequencies). The distribution of genotypes of these polymorphisms was in
agreement with HWE for cases and controls (p>0.05).

Conclusions: The polymorphisms in this study were found to be not associated with
breast cancer risk. In the future, these polymorphisms may be studied as biomarker for breast
cancer but in well-defined larger population with correlation to clinical data. To show
combined effects of these polymorphisms on breast cancer risk, haplotype analysis can be

performed for these genes.

Key Words: Breast Cancer, RAD51, BLM, rs1801320, rs2270132
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1.GIRIS

1.1 GENETIK POLIMORFIiZMLER

Bir genin belli bir bdlgesinde bulunan alternatif kopyalarindan her biri allel olarak
adlandirilir. Bir allelin popiilasyonda %1’den daha fazla bulunmasi genetik polimorfizm
olarak tanimlanir. Eger alleller %1’den daha az bulunuyorsa, nadir degisimler olarak

bilinirler.

En sik rastlanan polimorfizm yaklasik olarak 1300 bazda bir goriilen tek niikleotid
polimorfizmidir (SNP: Tek Niikleotid Polimorfizmi). Rastlanma sikligi bireyler ve
poplilasyonlar arasinda farklilik gostermektedir ve evrimsel olarak iyi korunmustur.
SNP’lerin ¢ogu sessiz SNP (non-coding region SNPS) sinifina girmekte, gen fonksiyonlarini
ve kalitilan ozellikleri etkilememektedir. Ancak protein fonksiyonunu etkileyen SNP’ler
(coding region SNPs) de mevcuttur. Bunlar, ya dogrudan aminoasit dizisini degistirirler ya
da regiilator dizinin fonksiyonunu degistirirler ve farkli bir fenotip olusmasina yol agarlar.
Hastaliga yatkinlikta ve olusan hastalifin bakteri, viriis, ila¢ vb. dis etmenlere verecegi

yanitta olduk¢a 6nemli rol tistlenmektedirler.

RFLP (restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmi) yontemi; restriksiyon
enzimlerinin niikleotid degisimini tanimasi ya da tammmamasindan faydalanarak
poliakrilamid veya agaroz jelde farkli bant tiplerinin olusmasi sonucu SNP analizi i¢in
oldukca uygun ve ekonomik bir yontemdir. SNP kullanilma amaglar arasinda tan1 ve risk
profillemesi, epidemiyolojik calismalar, farmakogenetik ve adli genetik caligsmalari
bulunmaktadir. Epidemiyolojik ¢aligmalar cesitli popiilasyonlarin hasta ve kontrol
gruplarinda SNP analizi ve karsilastirmasini kapsamakta ve bunun sonucunda hastaliklara
0zgii SNP profilleri elde edilebilmektedir. Kanserde bu hastaliklardan biridir ve SNP’ler
kanser etiyolojisinin aydinlatilmas1 ve kemoterapiye cevabin 6ngdriilmesi gibi amaglarla
kullanilmaktadirlar(http://yunus.hacettepe.edu.tr/~mergen/sunu/s_snp2.pdf,www.ornl.gov/

sci/techresources/Human_Genome, Klug ve Cummings, 2000, Nussbaum ve dig. 2005).
1.2. MEME KANSERI

Kanser, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak bilinen neoplazinin malign 6zellik
kazanmas1 sonucu kontrolsiiz biiyiimesi ve ¢evre dokular istila edip yayilma gostermesiyle

ortaya cikan bir hastaliktir. Saglikli viicut hiicreleri (kas ve sinir hiicreleri harig), 6len

1


http://yunus.hacettepe.edu.tr/~mergen/sunu/s_snp2.pdf

hiicrelerin yenilenmesi ve yaralanan dokularin onarimi amaciyla boliinebilme 6zelligine
sahiptirler. Hiicrelerin hayat1 boyunca boliinebilme sayilar1 ve ayrica nerede ve ne zaman
boliinecegi belirlidir. Normal viicut fonksiyonlarinin yerine getirilmesi i¢in hiicrelerin
bliylimesi, boliinmesi ve hiicre sayisinin dengede tutulmasina ihtiya¢ vardir. Bu siireglerin
uygun bir sekilde yerine getirilmesi DNA molekiiliine baglidir. DNA ipligindeki hasarlar,
normal sartlarda hiicre tarafindan onarilir veya hiicrenin Sliimiine sebep olur. Hasarl
DNA’nin onarimi yapilamayan bazi durumlarda, normal siire¢ sekteye ugrar ve kontrolsiiz
hiicre ¢ogalmasina sebep olarak kanser hiicresi olusumuna yol agarlar. Kanser hiicrelerinin
birikimi normal dokularin sikigsmasina ve tahribine yol acabilen tiimorleri olusturur.
Tiimordeki kanser hiicreleri, olustuklar tiimorden ayrilip kan veya lenf dolasimai ile viicudun
diger bolgelerine yayilip burada yeniden koloni olusturup biiylimeyi siirdiirebilirler ve bu
durum metastaz olarak adlandirilir (http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-nedir/4-kanser-
nedir.htm.).

Meme kanseri oldukg¢a yaygin rastlanan bir kanser tipidir ve kadinlar arasinda 6liime
neden olmada ikinci sirada yer almaktadir. Kadinlarin meme kanserine dayali 6lme
olasiliklar1 yaklasik %3’tiir. Oliim oranlar1 1989 yilindan beri azalmaktadir ve bunun
nedeninin tarama ve erken taninin oldugu diistiniilmektedir. Amerikan kanser toplulugunun
2016 yili tahminlerine gore; ABD’de kadinlar arasinda 246.660 yeni meme kanseri vakasi
ve buna dayali 40,450 Oliim beklenmektedir. Tiirkiye’de ise raslantt hizi son yillarda
yaklasik 3 kat artarak 2012 yilinda kadinlar arasindaki tahmini meme kanseri sayis1 51.990
olarak kaydedilmistir  (http://www.cancer.org/cancer/breastcancer/detailedguide/breast-
cancer-key-statistics, Ozmen 2008). Istatistik verilerin yan1 sira meme kanserinin belirleyici
faktorleri lizerindeki epidemiyolojik ¢alismalar, ¢ift zincirli DNA kiriklarina (DSB) neden
olabilecek cevresel faktorlerin meme kanseri riskini arttiran etmenler arasinda oldugunu
gostermekle birlikte meme kanserinin ana nedeninin genetik faktorlerden olustugunu ortaya

cikarmistir (Lu ve dig. 2006).
1.2.1. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Pek ¢ok kanser tiiriine benzer sekilde, meme kanseri etyolojisinde etkili ¢esitli risk

faktorleri asagidaki gibi siniflandirilabilir.
1.2.1.1. Demografik Ozellikler

Demografik ozellikler cinsiyet, yas ve etnisite durumlarini kapsamaktadir. Cinsiyet

olarak degerlendirildiginde kadinlar erkeklere oranla 100 kat daha fazla meme kanseri riski
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olma ihtimali tagir. Bunun yani sira yas ilerlemesi de onemli bir risk faktoriidiir. Bir kadinin
hayat1 boyunca tasidig1 risk orani, invazif ve non invazif meme kanseri agisindan sirasiyla
1/8 ve 1/6 seklindedir ve bu riskin olusmasinda yasin ilerlemesi 6nemli bir yer tutar. Bir
diger risk faktorii etnisitedir. Meme kanseri beyaz kadinlarda siyahlara kiyasla %20 daha
fazla gozlenmektedir. Ancak 6liim oranlari incelendiginde siyah 1rkta bu 6liim daha fazladir.
Bu durumun nedeninin yasam tarzi ve sosyoekonomik seviye farklicaliklarin oldugu
diisiiniilmektedir. Ulkemizde dogu ile bat1 arasinda bir kiyaslama yapilacak olursa,
arastirmalar bat1 bolgelerde meme kanseri insidansinin doguya oranla yaklasik 2 kat daha
fazla oldugunu gostermekte ve bu farkliligin dogu ve bat1 bolgelerindeki farkli yasam tarzina

dayandigi diistiniilmektedir.
1.2.1.2. Reprodiiktif Oykii

Reprodiiktif 6ykii menars yasi, dogum yapma, hamilelik ve menopoz yasi, laktasyon,
infertilite, diisiik yapma durumlarini igermektedir. Ostrojen alt tipleri olan dstradiol, dstriol,
Ostron modulasyonu over islevleri (menars, gebelik, menopoz) sayesinde saglanir. Menopoz
sonrasi ise, adrenal bezlerden salgilanan dehidroepiandrosteron (DHEA) Ostrojenin ana
kaynagi olmaktadir. Erken menars (12 yas Oncesi) ve ge¢ menopoz (55 yas sonrasi)
durumlarinda oldugu gibi Gstrojen hormonuna maruz kalma siiresinin artmasinin, meme
kanseri riskinin artigiyla iligkili oldugu ve bu siirenin azalmasimin koruyucu oldugu
diisiiniilmektedir. Bunlarin yani sira, ilk dogumu ileri yaslarda yapma ve hi¢ dogum
yapmama durumlarinin meme kanserindeki riskin artmasina neden oldugu gosterilmistir.
Laktasyonun ise meme kanseri riskini azaltma etkisi oldugu gosterilmistir. Multiparite ve
infertilitenin meme kanseri lizerindeki etkileri heniiz net olmamakla birlikte diisiik yapma

ile meme kanseri iliskilendirilememistir.
1.2.1.3. Genetik Risk Faktorleri

Diger kanserlerde oldugu gibi aile dykiisii varligit meme kanseri agisindan da énemli
bir risk faktoriidiir. Yapilan ¢aligmalarda elde edilen veriler gosteriyor ki; ailede bir tane
birinci derece meme kanseri akraba olmas1 meme kanseri olasiligini 1.8 kat ve iki adet birinci
derece akraba olmasi bu riski 2.9 kat arttirmaktadir. 30 yasindan 6nce meme kanseri tanisi
almig akraba meme kanseri riskini 2.9 kat ve 60 yasindan sonra tan1 almis ise riski 1.5 kat

arttirmaktadir.

Kanser genetigi iizerine yapilan calismalarda kansere yatkinlik saglayan farkli genler

tanimlanmis ve bu genlerdeki mutasyonlara sahip bireylerin kanser riskinin fazla oldugu
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gosterilmistir. Genetik alanindaki bu gelismeler kansere yatkinligin kalitilmasinda rol
oynayan farkli genlerin tanimlanmasina da yol a¢ip kanser vakalarina ve aile dykiisiine
yaklagimi etkilemistir. Meme kanserine odaklanildiginda olgularin %5-10’unun ailesel
oldugu gozlemlenmektedir. Kalitsal meme kanseri ile iliskilendirilmis BRCA1/2, TP53,
PTEN gibi ¢esitli genler kesfedilmistir.

1.2.1.4. Cevresel Faktorler:
1.2.1.4.1. Sosyoekonomik Seviye

Bu etmen, diger etmenlerle tamamiyla bagimsiz olarak degerlendirilememekle
birlikte, yiiksek sosyoekonomik seviyenin meme kanseri riskini 2 kat arttirdigi
gozlemlenmistir. Yiiksek ve diigiik sosyoekonomik diizeyin arasindaki meme kanseri riski

farkinin reprodiiktif aligkanliklarin arasindaki farktan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
1.2.1.4.2. Radyasyona Maruz Kalma

Bu etmende maruz kalma yasi onemli bir faktordir. Memenin aktif olarak
gelisiminin oldugu 10-14 yaslarinda radyasyona maruz kalma meme kanseri riskini
arttirirken, 45 yas sonrast maruz kalma veya radyo terapinin risk iizerine bir etkisi
bulunmamaktadir. Terapi amagh yapilan islemlerden dolay1 radyasyona maruz kalmanin
meme kanseri riski tizerine etkisi tartismali olmakla birlikte genetik gecis riski tasiyan
olgular harig bu risk yok ya da 6nemsenmeyecek kadar az kabul edilmektedir (Kogak ve dig.
2011).

1.2.1.4.3. Alkol Kullanimi, Beslenme Aliskanhg: ve Egzersiz

Alkol kullanimi 6stradiol serum seviyelerinde artisa neden olmakta ve kullanim
miktari ile sliresinin meme kanseri riskinde artisa yol agtigi diisiiniilmektedir. Suzuki ve dig.
tarafindan yaklagik 1200 invasif meme kanserli hasta iizerinde yapilan ¢aligmada, ytliksek
miktarda alkol aliminin Gstrojen reseptor pozitif meme kanseri gelisimiyle iligkili oldugu

gosterilmistir (Terry ve dig. 2006, Suzuki ve dig. 2005).

Yag bakimindan zengin gidalarin uzunca siire tiiketimi, serum Ostrojen miktarini
arttirmasina dayanarak meme kanseri riskinin de artmasina neden oldugunu gosteren
caligmalar mevcuttur, ancak net bir kaniya ulasilamamistir. Vitamin D tiiketiminin meme
kanserine kars1 koruyucu olabilecegini savunan ¢aligsmalar bulunmaktadir. Vitamin A, E ve
C’nin meme kanseri riskine katkisi, sigara ve meme kanseri iliskilendirilmesi iizerine

yapilan ¢alismalarin sonuglari gibi tartismalidir. Bunlarin yani sira, kafein ve meme kanseri
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riski arasinda bir iligki gdzlemlenmemistir. Son olarak, egzersiz yapilmasinin meme kanseri

riskini azalttigin1 gdsteren ¢aligmalar mevcuttur.
1.2.1.4.4. Hormon Replasman Tedavisi (HRT)

HRT uygulanan kadinlarda, alkol kullanimi, asir1 kilo ve ge¢ menapoz risk
faktorlerine benzer sekilde meme kanserine yakalanma riskinin arttigi gézlemlenmistir

(Kogak ve dig. 2011).
1.2.1.5. Diger Faktorler
1.2.15.1. Viicut Kitle Indeksi

Yapilan ¢alismalar, postmenapozal meme kanserine yakalanma olasiliginin fazla
kilolu ve obez kadinlarda daha fazla oldugunu gostermis ancak premenapozal kadinlarda
daha diisiik risk oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Ancak aynit menapozal evrede olan kadinlarda

yapilan bazi calismalarda ¢eliskili sonuclar elde edilmistir (Xia ve dig. 2014).
1.2.1.5.2. Proliferatif Meme Lezyonlari

Bu tip meme lezyonlari igerisinde sitolojik atipi bulunduranlar invazif ve non invazif
meme kanseri i¢in risk olusturmaktadirlar. Atipi olmayan bir proliferatif lezyonun meme

kanseri olusturma riski atipi olana oranla daha diisiiktiir.
1.2.1.5.3. Kisisel Meme Kanseri OyKkiisii

Kisisel meme kanseri 6ykiisiine sahip bireylerde kontralateral memede invasif kanser

gelisme riski daha fazladir.
1.2.1.5.4. Yogun Meme Y apisi

Mamografik olarak yogun meme yapisi olan kadinlar, olmayanlara gore yaklasik 5

kat daha fazla meme kanserine yakalanma riski tasimaktadirlar (Kogak ve dig. 2011).
1.3. MEME KANSERI GENETIGI

Diger kanser tiplerine benzer sekilde meme kanseri de hiicre biiylimesi ve
gelisiminde rol alan temel hiicresel yolaklarda gorevli genlerin degisimi ile multifaktoriyel
etkiler sonucunda meydana gelmektedir. Bu degisimlerin ¢ogu yalnizca kanserli dokularda
bulunan kanser hiicrelerinde olurken, germ hiicrelerinde meydana geldiginde kalitsal bir
Ozellik gosterirler. Malignite olugmasi igin belirli genlerin 6zel bolgelerinde degisimlerin

gbzlemlenmesi gerekmektedir. Hiicre biiylimesi ve farklilasmasi gibi fonksiyonlarin normal
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bir sekilde gerceklesmesinden sorumlu genlerde (protoonkogen) meydana gelen degisimler
sonucu protoonkogenler onkogenlere doniisiir ve hiicre boliinmesi kontrolii kaybedilerek
malignite meydana gelir. Onkogenlerin ekspresyon seviyelerinde Kkantitatif degisiklerin
olusmasi veya yapisinda degisikliklerin meydana gelmesi ile kanser olusumuna katkida
bulunduklar1 savunulmaktadir. Protonkogenler nokta mutasyonu, delesyon, kromozomlarda
yeni diizenlenmeler (kirik veya translokasyon), gen amplifikasyonu ve insersiyon sonucu
olarak onkogenlere doniisebilirler. Meme kanserinde onkogen amplifikasyonun tiimor
olusumu ile iligkilendirildigi temel genlerden biri cerbB-2(Her2-neu) genidir. Tim bu
stiregler sonucu olusan onkogen {irlinleri, hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasi esnasinda
hiicre nukleusundan plazma zarina kadar uzanan birgok hiicre boliimiinde gorev alirlar.
Ornegin onkogenler biiyiime faktdrleri veya hormon reseptdrlerine ait kodlar1 barindirabilir
ve bu sayede plazma zarindan nukleusa belirli sinyallerin iletimini saglayabilirler. Bazi
durumlarda onkogenler, transkripsiyon diizenleyici faktorlere benzeyen ve DNA’ya
baglanan proteinleri sentezleyerek gen ekspresyonunu kontrol edebilirler. Onkogenler hiicre
diizeyinde dominant bir etki gosterirler ve tek bir mutat allelin var olmas1 ve aktiflesmesi,

hiicrenin malignite géstermesinde yeterlidir.

Onkogenler disinda bir diger onemli gen grubu tiimor-baskilayici genlerdir.
Malignite olusumuna neden olan onkogenlere zit olarak tiimor baskilayict genler, hiicre
biiyiimesinde gorevli genlerin kontroliinii saglayarak tlimor olusumunu engellerler. Timor
baskilayict bu genlerde bir defisim veya hasar meydana gelirse, hiicre biliylime kontrolii
ortadan kalkar ve yine kanser olusumu gozlenir. Bu tip genlerdeki mutasyonlar ¢ekinik
ozellik gosterirler ve tek bir normal allelin olmasi normal hiicre fonksiyonunun yerine

gelmesi i¢gin yeterlidir (Oztiirk 2006, Lodish ve dig. 2012).

Son olarak, daha 6zellesmis gen sinifi olan caretaker (bakici) genleri kanser ile
iliskilendirilmistir. Bu genler genom biitiinliigiinii saglamakla goérevlidir. Inaktif halde
olduklarinda, hiicreler artan hizda mutasyonlara agik hale gelmektedirler. Bu mutasyonlar
hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasina gorevli genlerde meydana gelip kansere yol
acabilmektedirler. Sonug¢ olarak, bu ii¢ smifta bulunan genler hiicre cogalmasini
diizenlenmesinde veya apoptozis ile hiicre Sliimiiniin gerceklesmesinde gorevli olmakla
birlikte bir kismi1 da hasarli DNA onariminda gorev yapan proteinleri kodlamaktadirlar

(Lodish ve dig. 2012).



1.3.1. Meme Kanserinde Etkili Onkogenler

Diger kanser tiplerinde de ileri siiriilen tiimor olusumunun c¢ok adimda
gerceklesmesi hipotezinin meme kanseri i¢in de benzer sekilde oldugu diisiiniilmektedir.
Meme kanseri olusumu bahsedilen mekanizmalarla birlikte onkogenler ve tiimor baskilayici
genlerde olusan birtakim degisimler sonucu gergeklesir. Meme igin ayirict ozellikte olan
cesitli onkogenler mevcuttur (ras ,myc ve cerbB-2 (veya HER2/neu)) ve bu genlerin normal

ve kanserli meme dokularinda ekspresyonlar1 gézlemlenmektedir.

Meme kanseri olusumunda Onem tasiyan bazi onkogenler asagidaki sekilde

siniflandirilmastir.
1.3.1.1. Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii (EGFR)

Hiicre zarinda bulundan bu reseptor ailesi EGFR, HER2, HER3 ve HER4’i
kapsamaktadir. Bu ailede bulunan iiyeler transfosforilasyon yoluyla bir¢ok etkilesim
yaparak heterodimerler olusturabilmekte ve c¢esitli proteinlerin  aktivasyonunu
saglayabilmektedir. Sinyal sistemi su sekilde islemektedir; EGF’nin reseptoriine baglanip
reseptorde uyarilmaya yol agmasinin ardindan hiicre icerisine alimi gerceklesir. Bu esnada
EGFR’de otofosforilasyon meydana gelir ve hiicrede bulunan diger substratlarin
fosforilasyonu saglanir. Hiicre zarindan gelen uyariyr nukleusa ulastiran sinyal sisteminde
baz1 proto-onkogenler de gorev yapmaktadir ve bunlarin bircogunun kansere zemin
hazirlayabilecegi bilinmektedir. Bu sinyal yolaginda meydana gelen onkogenik bir
mutasyon mitozun stirekli aktif kalmasini saglayarak kansere yol acabilmektedir. EFGR gen
amplifikasyonun kotii prognoz ile iligkili oldugu ve kanser hiicrelerinde gozlemlenmesi
sebebiyle onkogen olarak smiflandirilmaktadir. Meme kanseri vakalarinin neredeyse
yarisinda EGFR’nin asir1 iiretimi goriilmekle birlikte meme kanserinde gen amplifikasyonu

disinda herhangi bir mutasyon saptanmamustir (Oztiirk 2006).
1.3.1.2. CerbB-2 (HER2/Neu) Geni

Bu genin iiriinii hiicre bolinmesi ve farklilasmasinda gorev almaktadir. EGFR
ailesinden olan bu genin amplifikasyon ve asir1 ekspresyona bagli olarak bir takim agresif
meme kanseri tiplerinin olusumuna katkida bulunan bir onkogen oldugu gosterilmistir. Son
yillarda meme kanseri hastalarinin yaklagik %30°unda terapi i¢in hedeflenmis ve dnemli bir
belirteg haline gelmistir (Mitri ve dig. 2012). Plazma zarinda reseptor tirozin kinaz sinifinda

olan bu reseptor liganda bagh veya bagimsiz olarak diger ti¢ reseptor HER1,3 veya 4 ile



dimerizasyon olusturur. Bunun sonucunda tirosinlerin otofosforilasyonu gergeklesir ve bu
MAPK (Mitojen-Aktiveli Protein Kinaz), PI3K/Akt (fosfoinositid 3-kinaz) ve PKC (protein
kinaz C) gibi sinyal yolaklarinin aktive olmasini saglar. Ozetle bu reseptdr ailesi hiicre
cogalmasin tetikleyici yolaklarda gorevlidir ve bu yiizden kontrolsiiz bir hiicre bliylimesi
olmamasi i¢in siki bir sekilde kontrol edilmelidir (Olayioye 2001, Roy ve Perez 2009).
Meme kanseri vakalarinin yaklasik %15-30"unda bu genin asir1 ekspresyonu goriilmektedir
(Burstein 2005). Ayrica HER2 proteinlerinin hiicre zarinda kiimelesmesinin timor

olusumuna katkida bulundugu gésterilmistir (Kaufmann ve dig. 2011).
1.3.1.3. c-Myc Geni

Bu genin protein iirlinii hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve apoptoziste gorevli
genlerin transkripsiyonunun diizenlenmesinde rol alan bir fosfoproteindir. Bir¢ok kanserde
bulunan c-Myc mutasyonu, bu genin siirekli ekspresyonuna yol agmaktadir. Bu durum hiicre
cogalmasi gibi gorevleri olan genlerin kontroliiniin ortadan kalkmasiyla kanser olusumuna
yol agmaktadir. Ayrica bu gende meydana gelen amplifikasyon hiicre dongiisiinde aksamaya
ve hiicrenin apoptoza gonderilmesine yol acar. Bu genin asir1 {iretimi ve yapisal
degisiklikleri meme kanseri olusumunu tetikler. istatiksel olarak, karsinomlarmn %32’sinde
myc gen amplifikasyonuna rastlanirken invazif duktal karsinomlu vakalarda ise bu gende
yapisal degisiklikler gbzlemlenmistir. c-Myc gen amplifikasyonu meme kanserinde oldukca
sik ortaya ¢ikan genetik degisikliklerdendir ve tek basina meme kanseri olusumu igin yeterli

olabilmektedir (Oztiirk 2006, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/17869).
1.3.1.4. Ras Geni

G proteini smifindan olan Ras proteinleri hiicre iginde sinyal iletiminden
sorumludurlar. Genelde plazma zarindaki biiylime faktorii reseptdrlerinin sitoplazmaya
uzanan kisimlar1 c¢evresinde bulunurlar. Gelen sinyale gore aktive olduklarinda hiicre
biiylimesi, farklilagmas1 ve yasami icin gerekli genlerin ekspresyonu i¢in diger proteinlerin
de uyarilmasmi saglarlar. Ras genlerinde meydana gelebilecek mutasyonlar Ras
proteinlerinin kalic1 bir sekilde aktif kalmasini saglayabilir ve bu durum hiicreye gelen bir
sinyal olmamasina ragmen hiicre iginde asir1 aktif bir sinyal iletimi olmasina neden olur. Bu
sinyaller siirekli hiicre biiyiimesi ve boliinmesine neden olabileceginden Ras sinyaline bagli
kanser olusumu gozlemlenebilir. Ras geninin asir1 ekspresyonu meme kanserlerinde en sik

karsilagilan mutasyon tiirlidiir. Metastazlarda ve histolojik olarak ileri derecedeki tiimdrlerde



ras’m artmig ekspresyonu goriilmektedir ve bir ras geni olan H-ras genindeki mutasyonlar
meme kanserinde %70°lik bir risk olusturmaktadir (Oztiirk 2006, Goodsell 1999).

1.3.1.5. Siklinler, Siklin Bagimh Kinazlar (CDK) ve Inhibitérleri (CDKI)

Bu proteinler, hiicre dongiisiinii dogrudan kontrol etmekte ve siirecin sirali ve
kademeli olarak ilerlemesinde gorev almaktadirlar. Hiicre dongiisii sirasinda, siklinler Cdk
ile kompleks olusturarak CDK aktivasyonunu baglatir ancak CDK’nin tamamen aktive
olabilmesi icin ek olarak fosforilasyonda gerekmektedir. Aktif hale gegen CDK kendi
substratlarini fosforileeder ve hiicrenin Go fazin1 gegip mitoza girmesini saglarlar. CDKI ise
siklin-CDK kompleksinin kinaz aktivitesini engeller. Siklinlerin amplifiye olmasi onkogen
gibi gorev yapmasina neden olur ve CDKI'nin ise tiimor baskilayici 6zellikte oldugu
diisiiniilmektedir. Meme kanserinde siklin —D1 ve E’nin %30 kadar asir1 iiretimi ortaya
¢ikmis ve bu artislarin hiicre kontroliinii bozdugu bulunmustur. Bu genlerdeki mutasyon
veya delesyonun meme kanserine yol acabilecegi diisiiniilmektedir (Oztiirk 2006, Lim ve
Kaldis 2013, Keaton 2007).

1.3.1.6. Ostrojen Reseptorii (ER) ve Progesteron Reseptorii (PR)

Meme kanseri hiicreleri hiicre ylizeyinde, sitoplazmada ve nukleusta reseptorlere
sahiptirler. Hormon gibi kimyasal uyaranlar reseptore baglanarak hiicrede degisimlere sebep
olurlar. ER, PR ve daha oOnce bahsedilen HER2 onemli reseptorlerdendir. Eger bu
reseptOrlerden biri veya fazlasi kanser hiicresinde bulunuyorsa, hiicrenin biiylimesi o
reseptoriin ligandma bagl olarak gergeklesir. Ornegin bir ER+ kanser hiiresinin biiyiimesi
Ostrojene baglidir ve Ostrojen etkisini engelleyecek ilaglarla kanser tedavisi uygulanabilir.
ER ve PR izoformlar1 bulunur ve birbirleriyle homodimer ya da heterodimer olusturarak
gorev yaparlar. Meme kanserlerinde, izoform ¢esitliligi dimer olusumundaki farkliliklara ve
uyaranin baglanma spesifikliginde degisiklige yol acar ve hedef genin farkli sekilde kontrol
edilmesine sebep olabilirler. Meme kanseri olusumunda disi seks hormonlarinin rolii oldugu
gosterilmis ve onkogen ya da tiimdr baskilayici gen sinifina girmeyen bu reseptor genleri,
meme kanserinin baslangici ve ilerlemesinde gorev almalar1 nedeniyle kansere yol agmada

onem tagirlar (Oztiirk 2006, Kumar ve dig. 2005, Sotiriou ve Pusztai 2009)



1.3.2. Meme Kanserinde Etkili Tiimor Baskilayic1 Genler
1.3.2.1. TP53 Geni

Bu gen tiimor baskilayici protein olan ve genomik stabilitenin korunmasinda énemli
rol oynayan P53’1i kodlar. P53 proteini hiicre dongiisiinde, apoptoziste, DNA tamirinde veya
metabolizma degisiklerinde gorev alan hedef genlerin ekspresyonunu diizenler. Toksik
kimyasallar, UV 151k ve radyasyon gibi etmenlerle, DNA hasar1 oldugunda p53 hasari
ortadan kaldirmakla gorevli genleri aktive eder. Eger hasar diizeltilemezse hiicrelerin
boliinmesini engelleyerek apoptozisi saglar ve bdylece tiimor olusumuna yol acabilecek
durumlart engellemis olur Bu gendeki mutasyonlar meme kanserini de igeren birgok kanser
tipiyle iligskilendirilmis ve bir¢ok tiimor tipinde mutasyona ugradigr saptanmistir. Meme
kanserlerinin %20-30’unda inaktif pS3 proteini gézlemlenirken, meme kanserlerinde bu
proteinin yaklasik %60’1n1n nokta mutasyon tipi goriilmiistiir (Oztiirk 2006, Vymetalkova
ve dig. 2015, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7157).

1.3.2.2. ATM Geni

Bu gen, DNA ¢ift zincirli kiriklara hiicresel yaniti, DNA hasar yolaklarinda rol
oynayan BRCA1 ve p 53 gibi 6nemli proteinlerin fosforilasyon yoluyla aktivasyonunu
saglayan protein kinaz sentezinden sorumludur. Yillar 6nceki ¢alismalarinda Swift ve dig. ,
bu genin otozomal resesif formunun 6zellikle meme kanseri olmak iizere kanser riskini
arttirdigini bildirmislerdir. Bunun {izerine bu genin iizerine gesitli mutasyon tarama ve SNP
(single niikleotide polymorphism) c¢alismalart yapilmis ve Renwick ve ark. ailesel meme
kanseri vakalarinda, ATM (Mutant ataxia-telengiectasia) geninin c¢esitli genetik
varyasyonlarinin meme kanseri riskini arttirdigini gostermistir. Allellerden biri veya ikisinde
meydana gelecek mutasyonun meme kanseri gelisimine yol a¢tigi da gozlemlenmistir

(Goldgar ve dig. 2011, Ahmed ve Rahman 2006).

ATM ve TP53 geni disinda tiimor baskilayici aday genler de bulunmustur. Bu genler
arasinda hiicre-hiicre adezyonunu saglayan ve hiicre hareketini siirlamakla sorumlu E-
kaderin geni de bulunmaktadir. Bu genin ekspresyonu saglanmadiginda epitel hiicrelerin
hareketlilik yeteneginde ve lokal yayilma da artis gozlenir. Brush-1 geni ise bir takim meme
kanseri hiicre soylarinda delesyonuna rastlanmis diger bir aday gendir. Bunlarin disinda Bcl-
2 gibi apoptoziste rol oynayan genler ve normal hiicrelerde aktivite gostermeyip kanser
hiicrelerinde aktif olan telomeraz genlerinin de meme kanserinde rol oynadigi
diisiiniilmektedir (Oztiirk 2006).
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1.3.3. Ailesel Meme Kanseri Yatkinhik Genleri

Ailesel meme kanseri vakalar1 sporadiklere kiyasla olduk¢a az gézlemlenmekte ve
meme kanseri vakalarinin %5-10’unu olusturmaktadir. Bir¢ok gen meme kanseri olusumuna
katkida bulunmaktadir ve bunlardan ailesel yatkinlifi saglayan genel olarak germ
hiicrelerinde genom devamliligin1 koruyan proteinleri iireten genlerde mutasyonlarin
meydana gelmesidir. Yiiksek penetransa sahip BRCA1 ve BRCA2 genleri bu genler arasinda
gosterilmektedir. Bu genlerin temel goérevi DNA ¢ift zincirli kiriklarinin tamirinin hatasiz
bir sekilde yerine getirilmesini saglamaktir. Ayrica hiicre proliferasyonu kontrolii esnasinda
timor baskilayict proteinlerle, hiicre dongilisiinde gorevli 6nemli proteinlerle ve DNA
rekombinasyonunda rol oynayan proteinlerle baglantis1 gsterilmistir. Ikisinden birinde bir
mutasyon meydana gelmesi, DNA’nin uygun bir sekilde tamir edilememesine neden olur.
Bu durumun meme kanseri riskini arttirdigi gosterilmis ve meme kanser riski tespitinde
yapilan mutasyon analizinde ilk siralarda yer almistir. Bu genlerde meydana gelen germ
hiicre soyu mutasyonuna sahip kadinlarin yagsam boyu meme kanseri gelistirme riski %50-

80 olarak ileri siiriilmektedir (Oztiirk 2006, Friedenson 2007).
1.4. DNA HASAR CESITLERI
1.4.1. Tek Zincirli DNA Lezyonlari

Tek DNA zincirinin etkilendigi ve tamamlayici zincirin tamir esnasinda kalip olarak
kullanildig1 bu lezyonlar, baz-¢ikarma onarimi (BER), niikleotid-¢ikarma onarimi (NER)
veya hata egilimli onarim yolaklariyla tamir edilir. Kullanilacak tamir mekanizmalar1 bazi

durumlarda ortiigebilseler de, genelde DNA lezyon cesidine 6zgii farkli yolaklar tercih edilir.
1.4.2. Cift Zincirli DNA Kiriklar

Cift zincirde meydana gelen kiriklar tek zincirdekilere gore daha fazla probleme yol
acarlar. Bunun nedeni tamir i¢in gerekli tamamlayict DNA ipliginin olmamasidir. DSB’nin
meydana gelmesine iyonize radyasyon (IR) gibi dis etmenler ile replikasyon catalinda
goriilen aksakliklar gibi i¢ etmenler de neden olabilirler. Okaryotlarda tanimlanan ii¢ temel
DSB tamir yolagi bulunmaktadir ve bunlar homolog rekombinasyon (HR, rekombinasyonel
onarim), tek-zincir baglanmasi (single-strand annealing, SSA) ve homolog olmayan ug
birlesmesi (non-homologous end joining, NHEJ) olarak simiflandirilabilir. HR ve SSA
sekans homolojisine dayanirken, NHEJ homolojiyi hi¢ kullanmamakta ya da ¢ok az

faydalanmaktadir (Gudmundsdottir ve Ashworth 2006).
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Bahsedildigi tizere DNA hasarinin meme kanseri olusumunda 6nemli bir etken
oldugu kanitlanmistir. Buradan yola ¢ikarak genom devamliligi icin DNA tamir yolaginda

rol oynayan proteinler de oldukg¢a 6nem tasimaktadir.
1.5. DNA HASAR TAMIR YOLAKLARI

Okaryot hiicrelerde gozlemlenen ve korunmus olan ¢esitli DNA hasar tamir
mekanizmalari hasarli tek bir bazi, tek zincir kiriklar1 (SSB) ve daha siddetli sorunlara neden

olabilecek ¢ift zincirli DNA kiriklarinin (DSB) tamirinde gorev almaktadirlar.
1.5.1. Homolog Rekombinasyon

Homolog rekombinasyon, hasarlt DNA zincirinin hasarsiz olan ile rekombinasyonu
sonucu onarimi gergeklestirme temeline dayanir. DNA replikasyonu esnasinda, DNA
polimerazin islevini yerine getirmesini engelleyen 6zellikle timin dimerleri veya birtakim
lezyonlarin oldugu hasarlarin onariminda kullanilir. Bunlara ek olarak, ¢ift zincirli DNA
kiriklarinin onariminda da rol oynamaktadir. Bu durumda iki DNA ipligi de hasara ugradig
icin onarim zordur ve hasarsiz kromozom iizerindeki homolog DNA dizileri kullanilarak
onarim gergeklesir. Tek DNA molekiilindeki DSB’lerin dogrudan birlestirilmesiyle
onarilmast (NHEJ), hasar bolgesindeki bazlarin kaybi olabileceginden hata orani daha
yiiksek bir onarim seklidir. Ailesel meme kanserinden sorumlu BRCA1/2 genlerinden
kodlanan proteinleri DSB tamirinde gorevli olmalarindan dolayi, bu tip DNA hasarinin

kadinlarda meme kanserine neden olabilecegi gdsterilmistir.

Holliday modeli, rekombinasyon mekanizmalar1 {lizerine yapilan caligmalar i¢in
temel olusturmaktadir. Bu model, iki atasal DNA molekiiliinde ayni bdlgede centik
olusturulmasi ile rekombinasyonun basladigini savunmaktadir. Kesik olan DNA ipleri belirli
Olciide ¢oziindiikten sonra diger DNA molekiiliindeki kesilmemis tamamlayict iplikle
eslesir. Bu esnada Holliday kavsagi olarak adlandirilan ¢aprazlanmis yapida bir ara iirlin
ortaya ¢ikar. Daha sonra bu kavsak, ¢aprazlanmis ipliklerin kesilip yeniden birlestirilmesi
yardimiyla rekombinant molekiiliin olusturma amaciyla ¢oziilir. Holliday kavsaginin
yonelimine gore iki farkli izomer olusumu gergeklesir. Bu izomerlerin birisi, baslangictaki
iplik degisimi ile olusmus ve rekombinant olmayan heterodupleksleri olusturan sekilde
gelisirken bir digeri de caprazlanmis ipligin iki doniisii sayesinde baslangicta kesilen
ipliklerin degil kesilmemis atasal ipliklerin ¢aprazlandigi bir izomerdir. Bu izomerin kesilme
ve yeniden birlesmesi ise rekombinant DNA igeren yeni DNA molekiillerinin olugmasini

saglar. Holliday modeli tarafindan aciklanamayan nokta her iki atasal molekiilde ayni anda
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ve pozisyonda kesilme ile rekombinasyonun nasil meydana geldigidir. Giiniimiizde DNA
onarimi esnasinda gozlenen rekombinasyonun DSB’ler ile basladigi bilinmektedir. DSB’de
once her iki iplik niikleazlar yardimiyla 5’den 3 yoniine yikilir ve tek iplikli uglar haline
getirilir. Bu uglar daha sonra homolog baz eslesmesi yardimiyla diger atasal DNA
molekiiliine gecer ve ardindan olusan bosluklar onarilir. Son olarak, bahsedildigi gibi iplikler
rekombinant ve rekombinant olmayan heterodupleks molekiillerin olusmasini saglayacak
sekilde ¢ift Holliday kavsakli bir molekiil ortaya ¢ikacak sekilde baglanir (Cizim1.1) (Sakizli
ve Atabey 2006).

Baslangi¢c Holliday
kavsag:

izomerze Holliday
kavsagi

B

Alt bolgenin

2 Sag el
180°C dénmesi

dontsu 180°

4
"

Karsihkli ipliklerin Kargihkli ipliklerin
kesilip baglanmast kesilip baglanmasi

A B

>
o

1 + b a * B
Rekombinant olmayan heterodupleksler Rekombinant heterodupleksler

Cizim1.1. Holliday kavsaklarinin izomerlesmesi ve ¢oOziinmesi sonucunda olusan
rekombinant ve rekombinant olmayan heterodupleksler.

DSB olustugunda DNA uglarinin homolog kromozom baz alinarak yapilan etkin
tamirinde niikleaz, helikaz, ligaz ve topoizomeraz gibi ¢esitli enzimler gorev yapmaktadirlar.
Bu enzimler arasinda olan helikazlar DNA zincirinin ¢ézlinmesinde gorev alarak onarim
sirasinda 6onemli bir gorev tistlenirler. RecQ DNA helikazlar1 bakterilerden insanlara kadar
korunmus ve DNA hasar onarimimin hasarsiz bir sekilde gergeklesmesinde 6nemli rol
oynayan helikazlardir. insanlarda bes adet RecQ homologu vardir ve bu genlerden iigiinde
(BLM, WRN, RTS/RECQ4) meydana gelen mutasyonlar genom devamliligini etkileyerek

kansere yatkinliga ve ayrica erken yaslanma, Bloom, Werner and Rothmund-Thomson
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sendromlarina neden olmaktadirlar. RecQ helikazlar homolog rekombinasyona (HR)
onciilik ederken hem erken hem de ge¢ evredeki rekombinasyon basamaklarinda gorev

yaparlar ve krosover basamaklarini engellerler (Sakizli ve Atabey 2006).

RecQ helikaz proteinleri HR sirasinda cesitli onarim basamaklarinda gorev
yapmaktadirlar. ilk olarak DSB olustugunda, MRE11-RAD50-NBS1 (MRN) kompleksi
tarafindan farkedilir. Ardindan MRE11’in ekzoniikleaz aktivitesiyle DNA uglarindan 5’den
3’ ne dogru pargalar kesilir ve eszamanli olarak Sae2/CtIP endoniikleazlarin aktivitesiyle 3’
tek zincirli DNA (ssDNA) pargalari olusturulur. Homolog kalip kullanilarak onarimi
yapilacak DNA parg¢asina yonelim saglandigi ve NHEJ gibi diger onarim mekanizmalari
engellendigi i¢in bu ilk asamalar olduk¢a 6nemlidir. Bu islemlerin ardindan DNA uglarim
bir daha kesmek i¢in birinde EXO1 ve digerinde Sgs1 ile Dna2’nin rol oynadig: iki yolaktan
biri kullanilir. Bu siirecte helikaz aktivitesi olan ve DNA pargasi kesiminde gorev yapan
RecQ proteinleri devreye girer. ssDNA’ya baglanan RPA proteinleriyle ssDNA kaplanir ve
ikincil yapilarin olusumu engellenir. Ardindan Rad52 proteini Rad51’in RPA kapli ssDNA
bolgesine gelmesini saglar. Rad51, RPA ile yerdegistirerek Rad51 niikleofilamentini
olusturur. DNA ipliginde birikip D-loop olusumunun saglanmasinin ardindan, Rad51-
sSDNA filamenti kardes kromatid {izerinde homolog sekans taramasi yapar ve bu sekans
bulundugunda kirik uglarin hatasiz tamiri i¢in kardes kromatid kalip olarak kullanilir.
Onarim tamamlandiktan sonra, tiim rekombinasyon ara elemanlar1 ortamdan ayrilir ve islem

sonuglanir (Gudmundsdottir ve Ashworth 2006, Bernstein ve dig. 2010).

Rad51 niikleofilamentinin bozulmasi ve D-loop olusumunun engellenmesinde ¢esitli
RecQ helikazlar gorev yapmaktadir. D-loop olustuktan sonra, catal go¢ii meydana gelir.
Ardindan bu yapmin ¢oziinmesi i¢cin homolog kromozomlarin uglarinin ikinci kez
tutulmasiyla gorevli farkli iki mekanizma rol oynar. Bunlardan birincisi DNA ipliginin
orijinal kalibina tekrar birlestigi SDSA (synthesis dependent strand annealing) siireci, digeri
de BLM-TOP3-RMI1 gibi kompleks ile ¢oziilebilen ikili-Holliday kavsaklart olusumudur.
Sonug olarak, RecQ proteinleri HR sirasinda, DSB kisminin kesimine yardimei1 olma, Rad51
protein filamentinin ve D-loop olusumunun engellenmesi ve double-Holliday kavsaklarinin
¢Oziinmesi gibi 6nemli gorevler iistlenirler. RecQ helikazlarin Topoisomerase III (TOP3) ile
spesifik interaksiyonlart DNA’ya baglanma statiilerinin degismesi bakimindan dnem tasir.
TOP3 enzimi ssDNA veya dsDNA ipliginin olusmasini gegici kesikler olusturabilmesi ve
ardindan birlestirilmesini saglayabilmesi sayesinde yapar ve iki form arasinda gegisi

saglayabildigi i¢in tamir mekanizmalarinda 6nem tasir (Bernstein ve dig. 2010).
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1.5.2 Tek Iplikli Baglanma-Eslesme (SSA- Single-Strand Annealing)

Bu DSB onarim yonteminde yine homolog sekanslardan faydalanilir. Ancak
rekombinasyonel onarimdan farkli olarak bu yontemde RADS51 gérev yapmaz. Gorev alan
proteinler ve mekanizmalar tam olarak bilinmese de, ilk olarak DSB uglarinin
ekzoniikleazlar (genelde MRN kompleksi) tarafindan kesilmesinin ardindan RPA ve
RADS52’nin baglanabilecegi tek zincirli DNA sarkintilar1 olusturulur. Bu sarkintilarda
homolojiye rastlandiginda, birlesme gergeklestirilir ve c¢ikinti olan uglar RCCI1/XPF
niikleazlar tarafindan diizeltilir ve ardindan olusan bosluk DNA polimeraz tarafindan
gerceklesen DNA sentezi ile doldurulur. SSA yontemi, Silinmelere yol agabilmesinden
dolay1 hataya yol agabilecek bir yontemdir. Rekombinasyonel onarim gibi bu onariminda
hiicre dongiisiinde S-G: fazlarinda aktif oldugu disiiniilmektedir (Gudmundsdottir ve
Ashworth 2006).

1.5.3. Homolog Olmayan Uglarin Birlesimi (NHEJ- non-homologous end joining)

Homolojiye dayanmayan bu DSB onarim yonteminde ilk olarak kirtk DNA uglarina
Ku70/Ku80 heterodimerlerinin baglanmasi gergeklesir. Ardindan heterodimerler kirilan
uclar arasinda koprii olusturmak i¢in bir araya gelirler ve DNA bagimli protein kinazlarin
(DNA-PKcs) ortama gelmesini saglarlar. Nedeni tam olarak kesin olmasa da DNA-PKcs
kinaz aktivitesi NHEJ i¢in gereklidir ve DNA-PKcs otofosforilasyonunun énem tasidig
diisiiniilmektedir. DNA-PKcs’nin substrati, bu kinazlarla kompleks olusturan bir niikleaz
olan Artemis’tir. Ikisi birlikte endoniikleaz aktivitesi gdsterir ve DNA uglarmi XRCC4-
Ligaz IV tarafindan gergeklestirilecek ligasyon islemi i¢in hazirlar. NHEJ, DSB tamiri igin
yaygin kullanilan bir onarim yontemi olup hiicre dongiisiiniin Go, G1 ve erken S evrelerinde
(tahminen tiim evrelerde) aktif oldugu diistiniilmektedir. Bu mekanizmanin hataya yatkin bir
onarim sagladigi ve kirilan uglarin birlesmesi sirasinda kirilma bolgesinde siklikla DNA

dizisinde degisimlerle sonuglandig: diistiniilmektedir (Gudmundsdottir ve Ashworth 2006).

1.6. DSB TAMIRINDE BRCA PROTEINLERI VE DIGER PROTEINLERLE
ETKILESIMLERI

Yapilan ilk ¢alismalar BRCA1’in DNA tamiri sirasinda niikleusta RAD51 ile
kolokalize ve iligkili oldugunu gostermistir. BRCAL sentezlenmeyen hiicrelerin IR ’ye kars1
oldukg¢a duyarli oldugu ve yapisal ve sayisal kromozomal bozukluklara yol agarak tamir
edilemeyen DNA hasarlarinin olugsmasma neden olabilecegi ortaya koyulmustur. Ileriki

caligmalar, RADS1 aracili DNA tamiri sirasinda BRCA1/2 ile RADS51 arasinda fonksiyonel
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baglant1 oldugunu gostermistir. BRCA2 dogrudan RADS51 aracili DNA tamirinde gorev alip
GC ve SSA arasindaki se¢imi saglarken, BRCA1 bu etkilesim ve yolaklardan 6nce devreye
girer. BRCA1, GC ve SSA ayrimindan Once gorev alir ve iki tamir yolaginda da etkili
oldugunu gosteren calismalar bulunur. Ayrica GC ile DSB tamiri sirasinda RADS1 ile
kolokalize halde bulunur ve etkilesim gosterir. BRCA1’in NHEJ {izerine etkili olmadigin
savunan ¢aligmalar olsa da BRCA1’in NHEJ in alt yolaklarinda gorev alarak daha az hataya
yatkin NHEJ ger¢eklesmesinde 6nemli oldugu gosterilmistir. Boylece BRCAL, HR ile
hatasiz DSB tamirini saglamanmn yani sira NHEJ’in mutasyonel potansiyelini azaltip
genomik kararliliga katkida bulunmaktadir. BRCA1, DNA tamiri ve genomik kararlilik
saglanirken, RADS1 disinda bir¢ok proteinle etkilesime girmektedir. Bunlarin arasinda
BRCC (BRCA1/2 igeren kompleks) ve BASC (BRCAI ile iligkili genom gozetim
kompleksi) kompleksleri bulunur. BASC kompleksi tiimor baskilayici, DNA hasar sensorii
olan ve sinyal iletiminden sorumlu MRN kompleks, MSH2/6, MLH, ATM kinaz, DNA
replikasyon faktorii C (RFC), PCNA ve BLM gibi proteinleri i¢erir (Gudmundsdottir ve
Ashworth 2006).

BRCA2, RADS!I’in rekombinaz fonksiyonuna bagli olan HR araciligiyla DSB
tamirinde olduk¢a 6nem tasimaktadir. BRCA2, RAD51 ile BRCA2’nin karboksi terminali
ve proteininin ortasina yerlesmis BRC tekrarlar1 araciligiyla etkilesime girer ve onun
fonksiyonunu diizenler. BRC tekrarlar tiirler arasinda olduk¢a korunmustur ve BRCA2
fonksiyonu i¢in énem tasimaktadir. BRCA2 ve RADS1 arasindaki bu fiziksel etkilesimin
RADS51’in niikleusa ve DNA hasar1 kismina taginmasinda etkili oldugu diigiiniilmektedir.
Ardindan rekombinasyonun meydana gelmesi i¢in RAD51 BRCA2’den ayrilir ve ssDNA’da
niikleoprotein filamentini olusturur. Daha sonra bu filament, homolog DNA dupleksi ile
eslesme olusturur ve eslesen DNA molekiilleri arasinda iplik degisimi baslar. BRCA2 hem
RADS51’in DNA’da hasar bolgesine gelmesinde anahtar rol oynar hem de RADSI1
filamentinin niikleasyonunu ve niikleasyon bdlgesindeki RPA proteinlerinin yer degismesini
kolaylastirir. RADS51 disinda BRCA2 proteini DNA tamiri icin BRAF35, DSS1, BCCIP ve
CDK gibi ¢esitli proteinlerle interaksiyona girmektedir (Gudmundsdottir ve Ashworth
2006, Lu ve dig. 2005).

BRCA1/2’nin DSB tamirinde tasidigi bu énemli gorevler bahsedildigi gibi birgok
protein ile etkilesimi sonucunda ger¢eklesmektedir. BRCA1/2 genlerinde meydana gelen
mutasyonlar yasam boyu kanser riskinin oldukg¢a artmasina yol agsa da meme kanseri

poligenik ozellik gosterdigi i¢in birgok genin meme kanserine yatkinligi arttirdigi
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goriilmektedir. Bu genler mindr allel frekanslarina gore ve allelik etkilerinin biiyiikliiklerine
gore meme kanseri olusumunu farkli diizeyde etkilemektedirler. TP53, PTEN, ATM, NBN,
RADS51 ve BLM gibi genlerin arasinda bulundugu bu genlerin bircogu kodladiklar
proteinlerle DNA hasar1 sinyaline ve DSB tamirine katkida bulunmaktadirlar. Hayat boyu
meme kanserine yatkinlikta olusturacaklari riskler birbirinden farklidir ve yiiksek, orta ve
diisiik olarak kategorize edilirler (Cizelge 1.1). Homolog rekombinasyonda anahtar rol
oynayan RAD51 geni mutasyon ve polimorfizmleri meme kanseri i¢in diisiikten ortaya risk
olustururken, RecQ tipi DNA helikazin fonksiyonu i¢in énemli olan BLM mutasyon ve

polimorfizmleri meme kanseri i¢in orta derecede risk olusturmaktadir (Bogdanova ve dig.

2013).

Cizelge 1.1. Meme kanseri i¢in orta veya yiiksek riskte mutasyonlara sahip genler

Gen Monoallelik mutasyon Biallelik mutasyon Meme kanseri i¢in
riski
BRCA1 Meme ve yumurtalik | Mikrosefali ve biiyiime Yiiksek
kanseri bozukluklari
BRCA2 Meme ve yumurtalik | Fankoni anemisi tip D1 Yiiksek
kanseri
TP53 Li Fraumeni sendromu - Yiiksek
PTEN Cowden sendromu - Yiiksek
BLM Meme kanseri Bloom’s sendromu Orta
RADS51C | Meme ve yumurtalik Fankoni anemisi tip O Diisiikten ortaya
kanseri (yumurtalik kanseri i¢in
yiiksek)
RADS51D | Meme ve yumurtalik - Diistikten ortaya
kanseri (yumurtalik kanseri i¢in
yiiksek)
NBN Meme kanseri, prostat Nijemen Breakage Orta
kanseri sendromu
ATM Meme kanseri, pankreas | Ataxia telangiectasia Orta
kanseri
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1.7. RAD51 VE BLM GEN FONKSIYONLARI VE UZERINE YAPILAN
CALISMALAR

Baz1 calismalarda, DSB kaynakli genetik instabilite ile kalitsal ve sporadik meme
kanseri arasinda iliskilendirme gosterilmistir. DSB’lerin tamirinde rol oynayan temel
yolaklar HR ve NHEJ yolaklaridir. Her iki yolak da tiimorigenezi 6nlemede etiyolojik dnem
tasisalar da, HR tamir mekanizmasi1 kardes kromatidleri baz alarak tamir ger¢eklestirmesi
bakimindan oldukg¢a 6nemlidir (Sassi ve dig. 2013, Ding ve dig. 2009). Bunlarin disinda,
basta Rec Q helikazlar olmak iizere DNA helikazlarin genetik rekombinasyon ve DNA
tamirinde genom stabilitesini saglamak {izere etkili oldugu gdsterilmistir. Ayrica, insan Rec
Q helikaz genleri olan ve aynit zamanda Werner sendromu ve Bloom sendromuna yol acan
WRN ve BLM genlerindeki mutasyonlar meme kanserini de igeren ¢esitli kanser tipleriyle
iliskilendirilmistir (Wang ve dig. 2009).

15026.1 kromozomal bélgede yer alan BLM (Bloom syndrome, RecQ helicase-like)
geni tarafindan kodlanan BLM helikaz (https://ghr.nim.nih.gov/gene/BLM#location), HR
ile DSB tamiri sirasinda duraksamis replikasyon catalinin tamirinde dnemli bir role sahiptir
ve DNA tarafindan tetiklenen ATPaz aktivitesi ile ATP-bagimli DNA helikaz aktivitesine
sahiptir. BLM helikaz, rekombinasyon ara elemanmin (Holliday kavsagi) dallanmis
yapidaki goglinlin diizenlenmesine ihtiya¢ oldugu zaman, HR tamamlama amaciyla gérev
almaktadir. Ayrica HR sirasinda, homolog sekans aranmasi ve iplik degisiminde oncii olan
RAD5L1 ile interaksiyona girerler (Ding ve dig. 2009, Shen ve dig. 2010). Buna ek olarak,
BLM, ¢ift Holliday kavsagi ara elemanlarini, krosover olmayan rekombinantlara doniistiiren
TOP3A ve RMI1 proteinleriyle kompleks olusturur ve bu aktivitesinin mitotik hiicrelerde
DNA krosover olusumunu engellemede ve kanserden kacinmada 6nemli oldugu One
stiriilmektedir (Broberg ve dig. 2009). Bunlarin yaninda, anafaz kopriilerinin ¢oziilmesiyle,
dogru kromozom ayrilmasi saglayarak genom biitiinliigiinii saglar (Frank ve dig. 2010). Ek
olarak, BLM-TOP3A-RMI1 kompleksinin DNA hasar1 esnasinda kontrol noktasi sinyal
yolaginda ve yanit olusturulmasinda fonksiyonu oldugu diistintilmektedir (Broberg ve dig.
2009). Tiim bunlarin yaninda, BASC’1n bir pargasi olan BLM proteininin, tiimor baskilayici
bazi proteinler ve DNA hasar tamir proteinleriyle iliskili oldugu gosterilmistir (Wang ve dig.
2009).

BLM geninde meydana gelen mutasyonlar boy kisalig, fertilite sorunlari, biiyiime

engellenmesi, 1518a kars1 duyarlilik ve kansere kars1 yatkinlik ile karakterize edilebilen bir
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genetik hastalik olan Bloom sendromuna neden olmaktadir (Ding ve dig. 2009, Broberg ve
dig. 2009). BLM geni 10,11 ve 12. exonlarinin islevini yerine getiremedigi fare modellerinde
bu ekzonlar igin heterozigot mutasyon tasiyan farelerin, APC gibi tiimor baskilayici genleri
inaktive olmus olanlara gore daha fazla kansere yatkin olduklar1 gosterilmistir. Dolayisiyla
BLM genindeki haplo-yetersizligin kanser olusumunu tetiklemek i¢in yeterli oldugu ortaya
cikmistir (Bernstein ve dig. 2010). Fareler iizerinde yapilan diger bir ¢alismada, homozigot
BLM kaybinin embriyonik 6liimlere ve heterozigot BLM formunun ise neoplazi riskinin
yiikselmesine yol actig1 gosterilmistir. Bazi tartismali ¢calismalar olmasina ragmen, Askenaz
Yahudilerinin BLM heterozigotlarinda kanser riskinde artig gosterilmistir (Schuetz ve dig.
2009). Diger bir yandan, BLM protein yoklugunda, somatik mutasyonlarda ve kromozom
yeniden diizenlenmelerinde artis gozlemlenebilmektedir. Ayrica, anormal kromozom
ayrilmasi, andploide, kromozomal instabilite ve DNA hasar faktorlerine kars1 duyarliliga da
yol agmaktadir. DNA tamir siirecini sekteye ugratan tim bu durumlar, sonunda kanser
olusumuna yol agabilmektedir. Ek olarak, BLM nin islevini yerine getiremedigi hiicreler
fonksiyonel BLM helikaz igerenlere gore yiliz kat daha fazla malignant transformasyon
riskine sahiplerdir. BLM eksikligi disinda, DNA tamir genlerindeki polimorfizmler de tamir
stirecinin uygun bir sekilde ilerlemesini engelleyip kanser olusumuna katkida
bulunabilmektedir. Son yillardaki vaka-kontrol ¢alismalari BLM polimorfizmleri ve meme
kanserini de igeren gesitli kanser tipleri arasinda iliskilendirme oldugunu gostermistir (Sassi

ve dig. 2013, Frank ve dig. 2010).

15915.1 kromozom bolgesinde yer alan (Zhao ve dig. 2014) RAD 51 geninin iiriini
olan RADS51 proteini, DSB esnasinda gerceklesen HR ile tamir siirecinde, DNA ¢apraz
baglanti tamirinde ve kromozom stabilitesinde gorev alan diger bir proteindir (Michalska ve
dig. 2015). Escherichia coli RecA homologu olan RADS51 proteini, DSB tamiri sirasinda
XRCC2, XRCC3 ve BRCAL/2 gibi proteinlerle kompleks olusturur (Zhang ve dig. 2014,
Silva ve dig. 2010). Bu protein HRR yolaginda, DSB ile hasar gormiis uglarin hasarsiz
kardes kromatidlere goc¢iinde gorev yapmaktadir. HRR gerceklesirken, dallanmis gog
sirasinda ve Holliday kavsaginin c¢oziinmesine katkida bulundugu diisiiniilen XRCC2
proteininin RADS51 proteinine iplik¢iklerin gociinde ve degisim aktivitelerinde yardim ettigi
ileri stiriilmektedir (Silva ve dig. 2010). Buna ek olarak, daha 6nceden ayrintili olarak
bahsedildigi gibi RAD51, HR tamiri ile DSB bulunan hasarli kismi yeniden sentezleyip
onarmak amaciyla gorev yapan BRCA1 ve BRCA2 proteinleriyle de interaksiyona
girmektedir (Le Calvez-Kelm ve dig. 2012). Ayrica yine bahsedildigi gibi, HR ile tamir
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sirasinda RADS1, BLM helikazlar ile etkilesime girmektedir. Bu etkilesim, RAD51’in,
homoloji taramasi ve iplik gogiinde gorev alan niikleoprotein flamentlerden yer degisimini
saglar. Bu birbiriyle iligskilendirilmis aktiviteleri, RPA proteini ve ATP varliginda, RADS51
proteini tarafindan olusturulan RAD51-sSDNA niikleoflamentlerinin konformasyonuna
dayanir. Bu niikleofilamentler ADP bagli durumdaysa inaktif formdadir ve BLM, RADS51-
ssDNA niikleoflamentleri destabilize edebilmektedir. Niikleoflamentlere ATP baglanirsa
aktif hale gecerler ve bu durumda BLM, RADS51 tarafindan yapilan iplik degisimini uyarir
(Sassi ve dig. 2013).

Ayri ayr1 BLM ve RAD51 proteinlerinin HRR tamiri sirasinda gesitli proteinler ile
etkilesime girmesi ve sonuglarindan yukarida bahsedilmistir. Ancak bu iki proteinin HRR
sirasinda tamire katilmalari siral1 ve biitiin bir sekilde 6zetlenirse, HRR baslamasi i¢in DNA
uclarinin kesimi ve homoloji taramasi i¢in 3’-DNA uglarinin olusmasi gereklidir. Bunlarin
gerceklesmesi icin dnce MRN kompleks DSB bolgesine gelir ve CtIP ile birlikte uglarin
kesim siirecini destekler. Ayn1 zamanda igerisinde BLM nin de bulundugu proteinler de bu
stiregte yer alir. Bu asamadan sonra HRR ile tamirden geri doniilemeyecegi ileri siiriiliir ve
bundan dolay1 ssDNA olusumu HRR igin kullanilir. Cesitli enzimler sayesinde ssDNA elde
edildikten sonra RPA proteiniyle kaplanir. Ardindan RPA, RADS51 ile yer degistirir ve 6ncii
sinaptik RADS51 niikleoprotein filamentini olusturur. Bu yer degistirme BRCA2 ve RADS1
paraloglarinin aktiviteleriyle gerceklesir ve olusan filament homoloji taramasi i¢in ve D-
loop olusturmak i¢in dsSDNA molekiiliine saldirir. Homoloji bulundugunda saldiran zincirin
3’ucunda DNA sentezi baglar. Bu asamadan sonra iki segenek mevcuttur; senteze bagli iplik
birlesimi (SDSA) ve ¢ift zincirli kirik onarimi1 (DSBR). SDSA sonucu krosover olmayan
tirlin olusur ve Okaryotlar tarafindan daha sik kullanilir. DSBR sirasinda iki adet Holliday
kavsagi olusur ve bu evrede BLM ve diger bazi proteinler gorev alir. Ardindan Holliday
kavsagi ¢oziinlir ve bunun sonucunda da krosover olan ya da olmayan iiriin olusur. Tiim

bunlarin sonucunda genel amag olan DSB onarim1 ger¢eklesmis olur (Cizim 1.2.).

RADS51’in normal fonksiyonundaki herhangi bir degisiklik radyasyona karsi
hipersensitivite ve diisiik mitotik ve mayotik rekombinasyona sebep olabilmektedir
(Krivokuca ve dig. 2014). Bazi ¢aligmalar, RADS51 genindeki en ufak degisimlerin bile,
DNA instabilite, kanser ve malignansiye yol agabilecegini gostermistir (Zhang ve dig. 2014,
Wang ve dig. 2010). Ote yandan fareler iizerindeki arastirmalarda, RAD51-knockout
genotype sahip olanlarin embriyo letal oldugu kanitlanmistir. Ayrica, RADS1 germline
mutasyonlarin  genetik hastaliga ve RADS51’deki varyasyonlarin, RADS51 protein
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ekspresyonu degisimiyle meme kanserine yol agabilegi gosterilmistir (Wang ve dig. 2010).
Ek olarak, bazi ¢aligmalarda meme kanseri hiicre hatlarinda ve meme kanseri hiicrelerinde,
diisik RADS1 ve BRCALI protein seviyeleri gézlemlenmis ve bu durumunda RADS51’in
meme tiimorigenezinde gorev aldigr yoniinde onemli bir spekiilasyon olusturdugu ileri
stirilmiistiir (Le Calvez-Kelm ve dig. 2012). Baz1 deneyler ise, RAD51 kaybinin genetik
instabiliteye, kromozomal bozukluklara ve ardindan tiim bu genetik degisimlerin birikimi
sonucu karsinogeneze yol actigin1 gostermistir (Ricks-Santi ve dig. 2011). Ayrica, meme
kanserli hastalarda RADS51 protein miktar1 arastirildiginda, vakalarin %30’unun diisiik
RADS51 miktarina sahip oldugu gozlemlenmistir (Sassi ve dig. 2013). Tiim bu deneysel
aragtirma sonuglarindan da anlasilacagi iizere, RADS1 ekspresyonu veya yapisindaki
degisimler meme kanserinide kapsayan ¢esitli tiimdrigenezler i¢cin 6nemli yolaklari olumsuz

yonde etkileyebilmektedir (Krivokuca ve dig. 2014).

Ote yandan, baz1 calismalar BLM ve RAD51 proteinlerinin eksikliginin etkisini
arastirmis ve bu iki proteinin eksikliginin somatik mutasyonlara, kromozom yeniden
diizenlenmelerine yol ag¢tigin1 gostermistir. Bunlarin yaninda, bu eksikligin anormal
kromozom ayrilmalarina, andploidiye, kromozomal instabiliteye ve DNA hasar ajanlarina
kars1 sensitiviteye katkida bulundugu goézlemlenmistir. Tiim bu hasarlar, genomic

instabiliteye ve sonucunda da kanser olusumuna neden olabilmektedir (Sassi ve dig. 2013).

HRR-erken basamaklar HRR-ge¢ basamaklar
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Cizim 1.2. HRR erken ve ge¢ basamaklarinin sematik 6zeti. Erken basamakta presinaptik
RADS1 filamentinin olusmasmin ardindan ge¢ basamaklarda krosover olan ve olmayan
tirtinlin olugsmas1 (Mladenov ve dig. 2013).
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1.7.1. RADS51 (rs1801320) ve BLM (rs2270132) Polimorfizmleri

20. Intronda yer alan BLM, rs 2270132 polimorfik varyantit HRDC (helicase and
RNase D-like C-terminal domain) kodlayan ekzonlar1 ayirmaktadir. RecQ ailesine benzer
helikazlardan olan HRDC, substrat tanima ve baglanmasi ve de protein-protein
interaksiyonlarinda gorevlidir. Ayrica, Holliday yapisinin hareketi ve gelisimi siireclerinde
de onemli gorevler iistlenmektedir. Ek olarak, BLM, rs2270132 polimorfizmi mRNA
matiirasyonu sirasinda intronlarin uygun bir sekilde taninmasi ve kesilip uzaklastirilmasinda
da etkilidir. Bunun yaninda BLM helikazin fonksiyonunun diizgiin ger¢eklesmesinde 6nem

tasidig diistiniilmektedir (Sassi ve dig. 2013).

RADS51 rs1801320 polimorfizminin RAD51 expresyonu ve DNA tamiriyle iliskili
oldugu gosterilmistir (Zhang ve dig. 2014). Meme kanserine katkisi olup olmadigi hala
arastirma konusu olmakla birlikte, kansere yol agabilecegi ileri siiriilmektedir (Krivokuca ve
dig. 2014). 5S’UTR (untranslated region, translasyonu yapilmayan bolgeler) kisminda yer
almasindan dolayi, RAD51 protein fonksiyonu bozukluguna ve ardindan hatali DNA tamir
kapasitesine neden olabilecek mMRNA stabilitesini veya translasyonel verimi etkiledigi
diistiniilmektedir (Zhang ve dig. 2014).

Bu polimorfizmler {izerine yapilan g¢alismalar incelendiginde, BLM rs2270132
polimorfizmiyle alakali ¢cok az ¢alisma bulunmaktadir. Bu polimorfizm {izerine bir
calismada A/A genotipi ve A/C genotipi ile G3 dereceli meme tiimorii olusumu arasinda
baglant1 gdsterilmistir. BLM’nin baz1 diger polimorfizmleri ile meme kanseri riski arasinda
iliski gosterilmesine ragmen, bu polimorfizm i¢in meme kanseri ile iligskilendirme
bulunmamaktadir (Sassi ve dig. 2013). RAD51 rs1801320 polimorfizmi i¢in, 2013°te Sirp
kadinlar1 arasinda yapilan bir ¢aligmada CC genotipinin meme kanseri riskinin artmasiyla
onemli derecede iliskili oldugu gosterilmistir (Krivokuca ve dig. 2014). Ayrica, 2014°te
yapilan ve 45 uygun c¢aligma igeren ve de yaklagik 28.000 kontrol ve vaka ile yapilan bir
metaanalizde, C alelinin Kafkasyalilarda kanser riskini arttirict bir etkiye sahip oldugu
gosterilirken, Asyali popiilasyonda bu durum gézlemlenmemistir. Ek olarak, kanser tipine
gore yapilan analizlerde de, CC genotipinin riski arttirdigr kanserler meme kanseri,
yumurtalik kanseri, kolorektal kanser ve endometriyal kanser olarak bulunmustur (Zhang ve

dig. 2014).
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2. AMAC

Meme kanseri, Diinya’da ve Tiirkiye’de kadinlar arasinda yaygin olarak rastlanan ve
yine kadinlar arasinda 6liime yol agmada ikinci sirada yer alan multifaktoriyel bir hastaliktir.
Meme kanseri gelisiminde genetik faktdrlerin etkisi birgok calismada vurgulanmis ve DNA
hasarmin tamir mekanizmasinda gorevli genlerdeki mutasyonlarin tiimor olusumuna neden
oldugu gosterilmistir. Ayrica epidemiyolojik ¢alismalar, ¢ift zincirli DNA kiriklarinin meme
kanseri riskini arttiran etmenler arasinda oldugunu gostermektedir. Homolog
rekombinasyon, ¢ift zincirli kiriklarin tamir yolaklar1 arasinda yer alir ve hata riski diger
tamir yolaklarina gore daha azdir. Bu nedenle bu yolakta gérev yapan proteinler uygun DNA
onarimi agisindan olduk¢a 6nem tasimaktadir.

RADS51 ve BLM genleri homolog rekombinasyona dayali DNA tamirinde olusan
Holliday kavsaginin ¢oziilmesi ve DNA onariminin tamamlanmasi sirasinda énemli gérevler
istlenir. Ayrica RADS1(rs1801320) ve BLM(rs2270132) polimorfizmlerinin hiicresel
fonksiyonlara etkileri ve tiimor olusumuna tetikleme yollar1 {izerine bazi g¢alismalar
mevcuttur. 5’UTR kisminda yer alan RADS51(rs1801320) polimorfizminin mRNA
kararliligini ve/veya translasyon verimini etkileyerek farkli RADS51 protein seviyelerine yol
agmasiyla agresif tiimér olusumunu sagladig: diisiiniilmektedir. Intronda yer alan
BLM(rs2270132) polimorfizmi mRNA olgunlagsmasi siiresinde intronlarin fark edilip
uzaklasgtirilmasi bakimindan 6nemlidir ve BLM helikazin gérevini dogru bir sekilde yapmasi
tizerinde bu yolla etki sahibi oldugu diisiiniiliir. Bu polimorfizmin meme kanseri ve diger
kanserlere yatkinlik riski olusturmasi1 BLM helikazin fonksiyonundaki degisikliginden otiirti
genom biitlinliigiiniin etkilenmesi ile agiklanabilir

Bu c¢aligmanin amaci; hastane tabanli kadin popiilasyonunda DNA hasari
onarimindan sorumlu RADS51 ve BLM genlerindeki sirasiyla rs1801320 ve rs2270132
polimorfizmleri ve meme kanseri riski arasindaki iligskiyi arastirmak ve genotipe dayali vaka-
kontrol ¢alismasiyla Tiirk popiilasyonunda meme kanserine yatkinlik saglayabilecek
genotipler ve allel freakanslar1 ortaya c¢ikartmaktir. RADS51(rs1801320) igin Tiirk
poplilasyonunda sporadik meme kanseri hasta grubunu kapsayan ilk calisma olmasi
bakimindan bu polimorfizmi c¢alismak, genotip ve allel dagilimlarin1 gostermek 6nem
tasimaktadir. BLM(rs2270132) ile alakali literatiirde ¢ok az sayida calisma mevcuttur ve
heniiz Tiirk popiilasyonunda calisilmamistir. Dolayisiyla bu polimorfizmin genotip ve allel
dagilimlarin1 gostermek hem Tiirk popiilasyonu icin hem de diger popiilasyonlarda

calisilmasi bakimindan onciil nitelikte goriilmektedir.
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3. YONTEM

3.1 Gerecler

3.1.1 Enzimler ve Primerler

Tag DNA polimeraz (Fermentas)

Proteinaz K (Sigma)

Cizelge 3.1 Polimorfizmlere gore kullanilan primer dizileri ve enzimler

Gen Ad1 SNP no Primer Enzim
RADS51 F: 5°- TGGGAACTGCAACTCATCTGG-3’

rs1801320 R: 5’- GCGCTCCTCTCTCCAGCA -3’ Mval
BLM F: 5°- CAGGCTCCCGGATTCTACTC -3’

rs2270132 R: 5>-GTACACCCCACCCTAGACG -3’ Styl

3.1.2 Kimyasallar
Agaroz

Akrilamid
Amonyum persiilfat
Asetik asit
Bisakrilamid

Borik asit

Brom fenol mavisi
Etanol

Etidium bromid
EDTA

Formaldehit
Giimiis nitrat
Ksilen siyanol
Sodyum hidroksit
Sodyum klorid
Sodyum karbonat
TEMED

Tris baz

Sodyum Dodesil Siilfat

Sigma A 5093

Fluka 01699

Fluka 09913
Riedel-de Haen 50480

Sigma M 7256
Merck 1.00165.1000
Sigma B 5525
Sigma 32221

Sigma E 8751
Sigma E 5134
Riedel-de Haen 93410

Carlo Erba 423955
Sigma X4126
Merck 1.06498.1000
Riedel-de Haen 13450

Sigma S 7277
Sigma T 7024
Sigma T 6066
Sigma L 5750
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3.1.3 Kullamlan Tampon ve Cozeltiler

3.1.3.1 Elektroforez Cozeltileri

5X TBE
0.45 M Tris Borat
0.01 M EDTA (pH 8,0)

% 30’luk non-denatiire poliakrilamid jel soliisyonu (100 ml icin)
29 g Akrilamid

1 g Bisakrilamid

100 ml’ye distile su ile tamamlanur.

120°C’de 15 dk. otokavlanir.

% 7’lik non-denatiire poliakrilamid jel soliisyonu (100 ml i¢in)
23,3 ml %30’luk Poliakrilamid

20 ml 5X TBE

56.67 ml dd H20 ile 100 mI’ye tamamlanir.

% 8’lik non-denatiire poliakrilamid jel soliisyonu
26,67 ml %30’1luk Poliakrilamid

20 ml 5X TBE

53.33 ml ddH20 ile 100 ml’ye tamamlanr.

% 10’luk non-denatiire poliakrilamid jel soliisyonu (29:1 akrilamid: bisakrilamid)
33,33 ml %30’luk Poliakrilamid

20 ml 5X TBE

46.67 ml ddH20 ile 100 ml’ye tamamlanir.

3.1.3.2. Giimiis Boyama Cozeltileri

10 X A soliisyonu: %5 asetik asit % 95 absoliit etil alkol

10 X B soliisyonu: %1 glimiis nitrat

C soliisyonu: 3 g NaOH, 0.02 g Boraks, %0,2 formaldehit

10 X D soliisyonu: 22,5 g Sodyum bikarbonat/ 11t (opsiyonel)
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3.1.4. Kullamlan Cihazlar
Thermocycler (Eppendorf Mastercycler)
ThermalCycler T100 (BIORAD)

Dikey elektroforez (BIORAD)

Yatay elektroforez (BIORAD)

Santriftij (Eppendorf 5415R)

Gii¢ kaynag1 (BIORAD Power Pac 3000)
UV transilimiinatér (BIORAD)
Spektrofotometre (SHIMADZU)
CanoScan N670U (Canon)

Bilgisayar

3.1.5 Etik Kurul Onay1 ve Destek

Kocaeli Universitesi Insan Arastirmalar1 Etik Kurul’una yapilan basvuru sonucu,
caligsma i¢in etik kurul onay1 alindi (Etik kurul karar no: KOU KAEK 2015/283). Ayrica
bu ¢alisma; Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Birimi tarafindan desteklenmistir

(KOU-BAP proje no: 2015/080HD).

3.1.6 Hasta ve Kontrol Grubu

Kocaeli Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 06.03.2012 tarihli
toplantisinda KOU KAEK 2012/52 proje numarasi ile onay almis olan Dr. Hakan
UZUNOGLU’nun “Tirk popiilasyonunda sporadik meme kanserli kadinlarda
NBS1(nibrin) gen polimorfizminin meme kanseri ile iliskisinin aragstirilmasi” isimli
uzmanlik tezinde kullanilan materyaller (Meme Kanseri Tanil1 Hasta ve Kontrol Grubu
DNA ornekleri) {izerinden ¢alisma yapilmustir. Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Genel
Cerrahi Anabilim Dali’na bagvuran meme kanseri tanisi almig kadinlar hasta grubunu
olusturmaktadir. Kontrol grubu ise herhangi hastalik tanis1t konmamis, kronik rahatsizlig

olmayan kadinlardan olusturulmustur.

3.2. YONTEMLER
3.2.1 Genotipleme
Genotipleme alinan kan orneklerinden izole edilmis olarak bulunan DNA’lardan

Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (Polymerase
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Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism, PCR-RFLP) metodu ile
yapild.
3.2.1.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR reaksiyonunda 100 ng genomic DNA, 10 pmol forward ve reverse primerler
kullanildi. RAD51 (rs1801320) igin PCR sartlar;; 94°C’de 3 dk. ilk denatiirasyonun
ardindan, 95°C’de 30 sn., 53 °C’de 30 sn ve 72 °C’de 30 sn. olmak tizere 35 dongii ve
sonrasinda 72 °C’de 10 dk. seklindedir. BLM (rs2270132) i¢in PCR sartlar1; 95°C’de 5 dk.
ilk denatiirasyonun ardindan, 95°C’de 30 sn., 63 °C’de 30 sn ve 72 °C’de 1 dk. olmak tizere
35 dongii ve sonrasinda 72 °C’de 7 dk. seklindedir. Total miktar1 25ul olan PCR karigimini
10mM Tris-Cl (pH 8,8), 50 mM KCI, %0.08 Nonidet P40 ve 1.5 mM MgCl, miktari, 200
uM dNTP ve 1,0 U Tag DNA polimeraz (MBI Fermentas) icerecek sekilde hazirlandi.

3.2.1.1.1. PCR Uriinlerinin Poliakrilamid Jel Elektroforezinde Kontrolii

Toplam 25ul hacimde gergeklestirilen reaksiyondan kontrol amaci ile 5ul alinarak
6X agaroz yiikleme tamponu ile karistirildi. Once agaroz jelde PCR’1n ¢alisip calismadig
kontrol edildi ardindan %38’lik poliakrilamid jele GeneRuler 50 bp DNA Ladder(Thermo
Scientific) ile birlikte yiikklenen PCR iiriinleri, 80 V ile 30 dk yiiriitiildii. PCR iiriinleri DNA
Ladder ile kiyaslandi ve dogru bant biyiikliikleri gbzlemlendiginde restriksiyon enzimleri

ile kesime gecildi.

Cizelge 3.2. PCR ile ¢ogaltilan gen dizileri ve uzunluklar

Gen snp | Yzunluk Dizi

(b¢)

TGGGAACTGCAACTCATCTGGGTTGTGCGCAGAAGG
CTGGGGCAAGCGAGTAGAGAAGTGGAGCGTAAGCCA
GGGG

RADSL | 151344706 157b¢ | CGTTGGGGG(C/G)CGTGCGGGTCGGGCGCGTGCCACG
CCCGCGGGGTGAAGTCGGAGCGCGGGGCCTGCTGGA
GAGAGGAGCGC

CAGGCTCCCGGATTCTACTCTTTCCTTTACAGTCAAG
TTCTTAAACAGCAGCCAGGGTGGCCTTTAAATGACAG
GCTTGTCTAGCTGCAAGACTGATATGCGACCTCTATGC
AGAGGACTCAGCTGGCTGCTTGTTGCCTCAACCC(A/C)
CATGGGGAAAGAGTGGAGGAAGAAAAGTTTGTGCTGG
GGAAGTAACAATTTGGTTATGCCGTCTAGGGTGGGG
TGTACA

BLM rs13025591 227bg
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3.2.1.2 Restriksiyon Fragman Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon enzim kesiminin toplam hacmi 15 pl olup, restriksiyon enzimi, her
enzime uygun 1.5 pl 1X tampon ¢ozeltisi, PCR iiriinii ve steril distile su icerecek sekilde
hazirlandi. Kesim, gece boyunca uygun sicaklikta bekletilerek yapildi. Her polimorfizm igin
kosullar Cizelge 3.3’de yer almaktadir. Kesim tiriinleri poliakrilamid jelde yiiriitiiliip, glimiis
nitrat metodu ile boyanarak goriintiilendi. Tarayic1 yardimi ile tim goriintiiler bilgisayara

kaydedildi.

Cizelge 3.3. Polimorfizmlere gére RFLP icin kullanilan enzimler, kesimde kullanilacak
enzim, distile su, PCR iirlinli miktarlar1 ve kesim sicaklig1

. . PCR Kesim
Gen Ad1 | SNP nosu Enzim IElnkzt;n:l distﬁfeegtljl @) iiriinii Sicakh@
" ) (°C)
RADSL | 151801320 Mval 2U 11.3 2 37
BLM | 152070132 Styl 2U 11.3 2 37

3.2.1.2.1 Kesim Uriinlerinin Poliakrilamid Jel Elektroforezi

35 cm X 10 cm ebatlarinda hazirlanan jelin elektroforezi i¢in dikey elektroforez
cihazi kullanildi. Jelin kalinlig1 0,5 mm olarak ayarlandi. %8’lik PAGE stok soliisyonlarina
sirast ile % 10’luk APS stogundan % 1 hacim ve TEMED’den % 0,1 hacim ilave edilip 0,5
mm’lik cam araligina dokiildii. Polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in 45 dk bekletildi.

Polimerizasyon sonrasi camlar elektroforez cihazina yerlestirildi, 1X TBE iceren
yiiriitme tamponu ilave edildi. Ornekler jel kuyucuklarina yiiklendi. Yiikleme tamponu
icinde bulunan ve elektrik alanda hareket eden brom fenol mavisi ve ksilen siyanol
boyalarinin yiiriidiikleri mesafe takip edilerek akim Cizelge 3.4’de verildigi gibi ayarlandi

ve Cizelge 3.4’de verilen siireler sonunda jel ¢ikartilarak giimiis boyama islemine gegildi.

Cizelge 3.4. BLM ve RADS51 polimorfizmleri i¢in poliakrilamid jel elektroforezi kosullar1

SNP AKkim Yiiriime
PAGE (%)
no mA \Y/ W zamani (dk)
~50 ~180 20 8 35
rs1801320
~50 ~180 20 8 35
rs2270132
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3.2.1.2.2. Giimiis Boyama

Soliisyonlarda ve yikamada kullanilan suyun kalitesi 6nemli oldugundan test edilmis
distile su kullanildi. Elde hafif ¢alkalama ile asagidaki soliisyonlarda sira ile bekletildi. C
soliisyonu kullanimdan hemen 6nce hazirlandi. Sonraki soliisyonlara gecerken aralarda
distile su ile bir kag saniyelik kisa siireler ile yikandi.
A soliisyonu (Asetik asit-etanol): 200 ml distile suya stok soliisyondan 10 ml ilave edilerek
hazirlandi ve jel bu soliisyonla 5 dakika muamele edildi.
B soliisyonu (Glimiis nitrat): 200 ml distile suya stok soliisyondan 10 ml ilave edilerek
hazirlandi ve jel bu soliisyonla 10 dakika muamele edildi.
C soliisyonu (NaOH-Boraks-Formaldehit): 200 ml distile suya 2.5 gr NaOH ve 0.02 gr
boraks ilave edildi ve jel bu solusyona alindiktan sonra sollisyonun igerisine Iml
formaldehit ilave edilerek bantlar goriiliinceye kadar jel soliisyon igerisinde tutuldu.
D soliisyonunu (NaHCO3): 200 ml distile suya stok soliisyondan 20 ml ilave edilerek
hazirland1 ve jel bu soliisyonla 5 dakika muamele edildi.
Distile suda yikanan jel nemli olarak asetat arasina alindi ve naylon dosya poseti igine
alinarak hava almasi engellenecek sekilde saklandi.
3.2.2 istatiksel Analiz:

Odds ratio, %95 giiven aralig1 ve ¥ analizi, conditional logistic regression analizi
kullanarak yapildi. Hiicre frekanslart 5’ten az oldugunda gerg¢ek metodlar kullanilarak risk

oranlar1 hesaplandi. Tiim analizler PC i¢in SPSS 13,0 versiyonu kullanilarak yapildi.
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4 BULGULAR

4.1 Jel Goriintiileri

M cC GC GG

150 bg — i —157bg
100 bg — o -
- —86b¢
— 7l be
50 bg —

Cizim 4.1. RAD51 geni rs1801320 polimorfizmi i¢in poliakrilamid jel goriintiisii (M:
GeneRuler 50 bp DNA Ladder, CC-157 bg, GC-157,86,71, GG-86,71 bg)

M AA AC
250 bg = —227bg
200bg —— M
150 bg —— | M— —iA7bg
100 bg —— e
—380 bg
50bg —

Cizim 4.2. BLM geni 152270132 polimorfizmi icin poliakrilamid jel goriintiisii (M:
GeneRuler 50 bp DNA Ladder, AA-227 bg, AC-227, 147, 80 bg)
4.2 Demografik Veri ve istatistik Sonuclar

Bu calismada 103 kadin meme kanseri [53.29+11.17] ve yas ortalamasi meme
kanseri grubuna yakin 145 meme kanseri tanist almamis kadin kontroliin [52.16+11.15]

DNA ornekleri kullanilmustir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.2.°de RADS51(rs1801320) ve BLM(rs2270132) icin istatistiksel analiz

sonucu elde edilen allel ve genotip dagilimlari, 2, p ve %95 giiven araligi i¢inde Odds Ratio

30



degeri ile Hardy-Weinberg dengesi-exact test degerleri listelenmistir. Her iki SNP igin
genotip dagilimlart Hardy-Weinberg dengesine gore kararli olarak bulunmustur (p>0.05).

Sirasiyla hasta ve kontrollerde RADS51(rs1801320) genotip dagilimlari; GG igin
%73.8, %84.5, GC igin %24.3, %14.8, CC igin %1.9, %0.7 olarak bulundu. Hasta ve kontrol
grubu genotipleri arasinda istatistiksel olarak fark olmadig goriildi (y2=4.464, p=0.115).
Allel frekansi G alleli i¢in hastalarda %86.0 ve kontrollerde %92.0, C alleli i¢in hastalarda
%14.0 kontrollerde %38.0 seklinde gozlendi. Sonuglar istatistiksel olarak anlamsiz bulundu
(G alleli: p=0.574, C alleli: p=0.056) (Cizelge 4.2.).

Sirasiyla hasta ve kontrollerde BLM(rs2270132) genotip dagilimlari; AA i¢in %76.7,
%78.2, AC i¢in %23.3, %,21.8 olarak ortaya ¢ikt1 ve CC genotipine her iki grupta da
rastalanmadi. Hasta ve kontrol grubu genotipleri arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi
goriildi (x2=0.014, p=0.907). Allel frekans1 A alleli i¢in hastalarda %88.0 ve kontrollerde
%89.0, C alleli igin vakalarda %12.0 kontrollerde %11.0 seklinde gbzlendi. Sonuglar
istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (A alleli: p degeri hesaplanamadi, C alleli: p=0.907)
(Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.1 Hasta ve Kontrollerin demografik verileri

HASTA KONTROL
Yas Ortalamasi + SD, yil 53.29+11.17 52.16+11.15
Cinsiyet, n (kadin/erkek) 103/0 142/0

SD: Standard sapma
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Cizelge 4.2. Hasta ve Kontrol gruplarinda RAD51(rs1801320) ve BLM(rs2270132) igin
genotip dagilimi, allel frekanslart ve meme kanseriyle iligkilendirme amacli lojistik
regresyon analizi sonuglari.

Genotipler Hasta, Kontrol, 12 P Crude-OR

n (%) n(%o) degeri | (95% CI)
Ornek sayist 103 (100.0) | 142 (100.0)
Allel sayis1 206 284
RAD51 103 (100.0) | 142 (100.0) | 4.464 | 0.115 -
(rs1801320)
GG 76 (73.8) 120 (84.5) | 3.644 | 0.056 | 0.516 (0.274-0.971)
GC 25 (24.3) 21(14.8) | 2.926 | 0.087 |1.847 (0.968-3.524)
cC 2 (1.9 1(0.7) - 0.574 | 2.972 (0.250-31.212)
Allel Frekansi
G 177 (86.0) | 261 (92.0) - 0.574 | 0.358 (0.032-4.004)
C 29 (14.0) 23 (8.0) 3.644 | 0.056 | 1.938 (1.030-3.646)
HWE (exact) 1.00 1.00
BLM 103 (100.0) | 142 (100.0) | 0.014 | 0.907 | 1.088 (0.593-1.994)
(rs2270132)
AA 79 (76.7) 111 (78.2) | 0.014 | 0.907 | 0.919 (0.502-1.685)
AC 24 (23.3) 31(21.8) | 0.014 | 0.907 | 1.088 (0.593-1.994)
CcC 0 (0.0) 0 (0.0) - - -
Allel Frekansi
A 182 (88.0) | 253(89.0) - - -
C 24 (12.0) 31(11.0) | 0.014 | 0.907 | 1.088 (0.593-1.994)
HWE (exact) 0.35 0.37

HWE (exact): Hardy-Weinberg dengesi-exact test degeri, OR (%95 CI): Odds Ratio (Risk
oranlar1)(%95 giiven aralig)

32



5.TARTISMA

Meme kanseri, Diinya’da ve Tiirkiye’de kadinlar arasinda yaygin olarak rastlanan ve
yine kadinlar arasinda 6liime yol agmada ikinci sirada yer alan multifaktoriyel bir hastaliktir.
Oliim oranlar1 genel olarak azalma gdstermesine ragmen halen goz ardi edilemeyecek kadar
yeni meme kanseri vakast ve buna dayali Olimler tahmin edilmektedir
(http://www.cancer.org/cancer/breastcancer/detailedguide/breast-cancer-key-statistics, Uren
N ve dig. 2016). Meme kanseri gelisiminde genetik faktorlerin etkisi bir¢ok c¢alismada
vurgulanmig ve tiimor baskilayici genler, onkogenler ve DNA hasarinin tamir
mekanizmasinda gorevli genlerdeki mutasyonlarin timor olusumuna neden oldugu
gosterilmistir (Uren N ve dig. 2016). Bu ¢alismada hastane tabanli kadin popiilasyonunda
DNA onarimindan sorumlu RADS51 ve BLM genlerindeki sirasiyla rs1801320 ve rs2270132
polimorfizmleri ve meme kanseri riski arasindaki iligki tespit edildi. Her iki polimorfizm ile
meme kanseri riski arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik olmadig1 bulundu (RADS51
icin: p=0.115, ¥2=4.464ve BLM i¢in p=0.907, ¥2=0.014 ) Boylece genotipe dayali vaka-
kontrol ¢alismasiyla Tiirk popiilasyonunda meme kanserine yatkinlik saglayabilecek

genotipler ve allel freakanslari ortaya ¢ikartilmistir.

RAD51(rs1801320) polimorfizminin literatiirde meme kanseri dahil birgok kanserle
iliskili oldugu gosterilmis ve Tiirk popiilasyonunda meme kanseri iizerine yapilan yalnizca
bir ¢alisma buldugu ve onunda ailesel meme kanseri hastalarini icerdigi goriilmustiir (AKisik
ve dig. 2011). Tirk popiilasyonunda sporadik meme kanseri hasta grubunu kapsayan ilk
calisma olmasi bakimindan bu polimorfizmi ¢alismak, genotip ve allel dagilimlarini
gostermek 6nem tagimaktadir. BLM (rs2270132) polimorfizmi igin bazi genotiplerin meme
kanseri tiimorii olusumuna yatkinlik sagladig1 gériilmiis ancak meme kanseri riski ile iligkisi
aydmlatilamamistir (Sassi ve dig. 2013). Buna ek olarak literatiirde bu polimorfizm ile
alakali ¢ok az sayida ¢aligma mevcuttur ve heniiz Tiirk popiilasyonunda ¢aligilmamustir.
Dolayisiyla bu polimorfizmin genotip ve allel dagilimlarin1 gostermek hem Tiirk
popiilasyonu hem de diger popiilasyonlarla kiyaslanmasi bakimindan Onciil nitelik

gostermektedir.

PCR-RFLP sonucunda, genotip analizi i¢in olusan bantlar beklenen pozisyonda elde
edildi ve herhangi bir optimizasyon gerektirmedi (Cizim 4.1, Cizim 4.2). Ardindan yapilan
istatistik analiz sonucu RAD51(rs1801320) polimorfizmi ile meme kanseri riski arasinda

istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmamistir (p=0.115) (Cizelge 4.2.). Benzer sekilde,
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Bati New York’ta yiiriitiilen meme kanseri ¢alismalar1 sonucu olusturulan biiyiik capl
popiilasyondan elde edilen ornekler {izerinde yapilan calismada ayr1 ayr1 premenopoz
(Nhasta=351, Nkontroi=556) Ve postmenopoz (Nhasta=777, Nkontroi=1360) olarak olusturulan
gruplarda RAD51(rs1801320) ile meme kanseri riski arasinda bir iliski ortaya ¢ikmamustir
(Ricks-Santi ve dig. 2011). Kibris’ta yapilan ve yaslar1 eslesmis yaklasik 1000 hasta ve
kontrol igeren bir calismada (p=0.05) ve Polonya’da (Nhasta=100, Nkontroi=106) yapilan diger
bir ¢alismada da (p>0.05) bu polimorfizm meme kanseri riskiyle baglantili bulunmamuistir
(Loizidou ve dig. 2009). Bu SNP iizerine farkli popiilasyonlar lizerinde yapilmis diger bir
takim calismalarda da elde edilen sonuglar bu ¢alismayla ortiismektedir (Kadouri ve dig.
2004, Kuschel ve dig. 2002). Ancak Iran’da (Nhasta=294, Nkonro=315) ve Polonya’da
(Nhasta=700, Nkontroi=780) yapilmis bazi ¢alismalar meme kanseri riski ile RAD51(rs1801320)
arasinda istatistiksel olarak iliski bulmuslardir (Tulbah ve dig. 2016).

Farkli popiilasyonlarda ve hatta ayni popiilasyonlarda elde edilen sonuglar birbiriyle
celisebilmektedir. Bu durum meme kanseri tiplerinin birbirinden farkli olmasindan (ailesel
veya sporadik), farkli BRCA1/2 statiilerinden ve popiilasyon biyiikliigiiniin farklh
olmasindan kaynaklanabilir. Bu nedenle daha net bir sonu¢ almak ve bu c¢alismalarin
sonuclarinin toplamak amaciyla metaanalizler yapilmistir. Yaklasik 20.000 hasta ve kontrol
iceren ve 42 calismayr kapsayan bir metaanalizde RAD51(rs1801320) polimorfizminin
meme Kkanserini de kapsayan diger kanser tiplerinin de riskini arttirdig1 ortaya ¢ikmistir
(Tulbah ve dig. 2016). Portekiz, Cin, Polonya, Ingiltere, Almanya, Kore, Avusturalya ve
Rusya gibi iilkelerde yapilmis toplam 17 hasta-kontrol ¢alismasini kapsayan yaklasik 10.000
hasta ve kontrol igeren diger bir metaanalizde de RAD51(rs1801320) ile meme kanseri riski

arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki bulunmustur (Sun ve dig. 2011).

RAD51(rs1801320) polimorfizminin genotiplerinin meme kanserine yatkinlik riski
incelendiginde tiim genotipler i¢in p degerleri 0.05’ten bilyiik oldugu i¢in istatistiksel olarak
anlamsiz sonu¢ bulunmustur ve bu durumda OR degerlerine bakilip koruyuculuk ve risk
olusturma oram1 hakkinda yorum yapilamamaktadir. Eger tiim genotipler i¢cin p degeri
0.05’in altinda olsaydi, GG genotipinin yaklasik 2 kat koruyucu ( ¥2=3.644, OR=0.516, %95
giiven arali$1=0.274-0.971), GC genotipinin 1.8 kat ( ¥2=2.926, OR=1.847, %95 giiven
aral181=0.968-3.524) ve CC genotipinin de 2.9 kat (OR=2.972, %95 giiven araligi=0.250-
31.212) risk olusturdugu yoniinde yorum yapilabilirdi (Cizelge 4.2.). OR degerinin 1’den
kiiglik ve biiyiik olma durumlarina gore sirasiyla koruyucu ve risk oldugu anlasilir ve giiven

araliginm fazla olmast OR degerinin giivenilirligiyle ters orantihdir. Ornegin, GG
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genotipinin gliven aralifinin dar olmasindan dolay1r 2 kat koruyucu olma sonucu CC
genotipinin 2.9 kat risk olusturmasindan daha giivenilirdir. ¥2 degerinin biiyiikliigliyle p
degeri arasinda ters oranth bir iliski bulunmaktadir. Genelde 2 degeri arttik¢a p degerinin
azalip sonucun daha anlamli olma olasilig1 artar. Bu bilgi 1s181inda GG genotipi (y2=3.644,
p=0.056) GC genotipine (2=2.926, p=0.087) oranla anlamliliga daha yakindir. Ote yandan
diger ¢alismalardaki genotiplere dayali karsilastirmada, 45 vaka-kontrol ¢alismasinin igeren
bir metanalizde (Nhasta=28,956 nNkontroi=28.372) ve bir diger metanalizde (Nhasta=27,895
Nkontrol=26.344) arasinda meme kanserininde bulundugu ¢esitli kanser tiplerine CC

genotipinin risk olusturdugu gézlemlenmistir (Zhang ve dig. 2014, Sun ve dig. 2014).

Sun ve dig.’nin metaanalizinde RAD51 135CC genotip tasiyanlarin meme kanserine
yatkin olabilecegi bulunmus ve bu sonucun daha 6nceden yapilan biyolojik fonksiyon
calismasiyla oOrtiistiigii goriilmiistiir. Bu fonksiyon ¢alismasinda RADS51 135 C genotipi daha
agresif timor olusumuyla ve genel olarak daha diisiik kaliteli yasam stirme ile iligkili
bulunmustur. Bu durum nedeni 5’UTR kisminda yer alan RAD51(rs1801320)
polimorfizminin mRNA kararliligin1 ve/veya translasyon verimini etkileyerek farkli RADS51

protein seviyelerine yol agmasiyla agiklanabilir (Sun ve dig. 2011).

Tiirkiye’de RAD51(rs1801320) ile ilgili yalnizca bir ¢alisma bulunmaktadir ve bu
calismada (Nhasta=170, Nkontro=120) ailesel meme kanseri tasiyan hastalar kullanilmistir.
Genotip frekanslar1 (2= 36.99, p<0.0001) ve allel frekanslar1 (2= 25.9, p<0.0001) olarak
hasta ve kontroller arasinda anlamli bir fark bulunmustur. Akisik ve dig.’nin yaptigi
calismada literatiirde var olan RAD51 C allelinin hem sporadik hem de ailesel meme kanseri
riskini arttirdigini gosteren ¢aligmalar ile Ortiisen sonuglar elde edilmistir (Akisik ve dig.
2011). Bu galismada da RADS51 C allel frekansinin hasta grubunda daha fazla olmasi, diger
bazi poptilasyonlar icin oldugu gibi Tiirk popiilasyonlarinda elde edilen sonuglarla ayni

dogrultudadir.

Etnik kokene gore siniflandirilma yapilarak RAD51(rs1801320) polimorfizminin
meme kanseri gelisimine yatkinlik saglama durumu analiz edildiginde, Asyalilarda
istatistiksel olarak anlamli risk azaltici bir etki bulunmasina karsilik Kafkasya kokenliler i¢in
boyle bir etki bulunmamistir. Bu ¢alismada da Kafkas kokenle ortiisen sonuglar bulunmus
ve RAD51 135 C allelinin frekansi hastalarda (C alleli= %14) kontrollere (C alleli=%8)
oranla daha fazla bulunmustur. Ayni polimorfizm farkli etnik kokenli popiilasyonlar

arasinda farkli sonuglar dogurabilmektedir. Bu durum kanserin multigenetik bir hastalik
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olmasindan dolay: farkli genetik alt yapinin sonuglar arasinda tutarsizliga neden olmasindan
kaynaklanabilir. Ornegin, Kafkasya kokenlilerde RAD51 135 C allelinin etkisi meme
kanseri gelisimine katilan bazi diger genlerin varligiyla baskilanabilir ve dolayisiyla
Asyalilar ile aymi etki saglanamayabilir (Sun ve dig. 2011). Ote yandan siyahi kadinlarm
%37.4’ti RAD51 135 C varyant allelinin en az bir kopyasina sahipken, Yahudi olmayan
beyaz kadinlar, Yahudi beyaz kadinlar ve diger etnik popiilasyonlardaki kadinlarda bu
oranlar sirasiyla %15.9, 9.6 ve 17.3 seklindedir (Zhou ve dig. 2011). Bu frekanslara
bakildiginda da Yahudi olmayan beyaz kadinlar ile bu ¢alismada kullanilan hasta grubundaki

C alleli frekanslar1 beklendigi gibi benzer bulunmustur.

Bu calismada BLM(rs2270132) polimorfizmi ile meme kanseri riski arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmamustir (p=0.907). Bu polimorfizm genotiplerinin
meme kanseri riskine yatkinlig1 incelendiginde yine istatistiksel olarak anlamsiz sonuglar
elde edilmistir (AA ve AC genotipi i¢in p=907). CC genotipine rastlanmadig1 i¢in
cizelgedeki bazi istatistik degerleri hesaplanamamistir. Ayrica hasta ve kontrollerdeki allel
frekanslar1 arasinda biiyiik farklar yoktur ve bu durum bir allelin hastaliga yatkinlik

olusturma ihtimalinin diisiik olduguna isaret etmektedir (Cizelge 4.2.).

Tayvan’da BLM (rs2270132) iizerine yapilan ¢alismada ( Nhasta=933, Nkontroi=1539),
bu ¢aligmaya oranla ¢ok daha fazla kisi dahil edilmis ve sonuglarda bu ¢alismada oldugu
gibi bu SNP’nin meme kanseri riskiyle istatistiksel olarak anlamli iligkili olmadig:
gosterilmigtir. Ayrica bu ¢alismada, fonksiyonel olarak birbirleriyle alakali olan BLM ve
RADS51’in birbirleriyle etkilesime girerek meme kanseri riski olusturdugu {izerine
destekleyici bilgiler elde edilmistir. Ancak bu sonucun elde edildigi SNP’ler bu ¢aligmadaki
SNP’lerden farklidir (Ding ve dig. 2009).

Polonya’da yapilan diger bir ¢alismada (Nhasta=304, Nkontroi=319) AA genotipinin
meme kanseri riskini yaklagik 2.5 kat arttindigi (p<0.001 , OR=0.249, %95 giiven
araligi=1.52-4.09), AC genotipinin ise 2.5 kat koruyucu oldugu bulunmustur (p<0.001 ,
OR=0.40, %95 giiven aralig1=0.25-0.66). Bu ¢alismayla benzer sekilde CC genotipine hasta
ve kontrollerde rastlanmamis olmasidir. Polonya popiilasyonuyla (hasta ve kontrollerde
yaklasik degerler; A alleli i¢in 0.55, C alleli i¢in 0.45 ) bu ¢alismada (hasta ve kontrollerde
yaklasik degerler; A alleli i¢in 0.85, C alleli i¢in 0.10) elde edilen allel frekanslar birbirine
yakin degildir. Tayvan’da yapilan calisma ile Polonya’da yapilan bu calisma

karsilagtirildiginda ise sonuglar AC genotipinin koruyucu olmasi bakimindan oriitiistirken,

36



AA genotipinin Tayvan’da koruyucu ¢ikmasi yoniiyle birbiriyle ¢elismektedir (Sassi ve dig.
2013, Ding ve dig. 2009). Bu ¢eliskilerin nedeni etnisite, cografik olarak farkli bolgelerde

bulunma ve yasam tarzindaki farkliliklardan kaynaklanabilir.

BLM(rs2270132) polimorfizmi intronda yer alir ve RecQ ailesi helikazlar1 kodlayan
ekzonlar1 birbirinden ayirir. BLM helikazda bu aileye dahildir ve bahsedildigi gibi Holliday
kavsaklarinin hareketi ve ¢oziinmesini saglar. Boylece bu polimorfizm mRNA olgunlasmasi
siiresinde intronlarin fark edilip uzaklastirilmasi bakimindan énemlidir ve BLM helikazin
gorevini dogru bir sekilde yapmasi iizerinde bu yolla etki sahibi oldugu diisiiniiliir. Bu
polimorfizmin meme kanseri ve diger kanserlere yatkinlik riski olusturmas1 BLM helikazin
fonksiyonundaki degisikliginden o&tiirlii genom biitiinliiglintin etkilenmesi ile agiklanabilir

(Sassi ve dig. 2013, Frank ve dig. 2010).

Bu ¢alismada amaglandigi gibi Tiirk popiilasyonu i¢in de RAD51(rs1801320) ve
BLM(rs2270132) igin allel ve genotip frekanslari tespit edilmistir. Boylece bu ¢aligma farkli
popiilasyonlardan elde edilen metaanalizlere dahil edilme olanagi saglayarak, bu
polimorfizmler {izerinde var olan tartismali sonuglarin giderilmesi agisindan da 6nemli katk1
saglayacaktir. RAD51(rs1801320) polimorfizmi igin elde edilen frekanslar yalnizca Tiirk
popiilasyonu bakimindan onciil olmasina karsilik BLM(rs2270132) hakkinda ¢ok az ¢aligma
bulundugu ve Tiirkiye’de ilk kez ¢alisildig: icin hem Tiirk hem de Diinya kapsaminda dnciil
sonuclar elde edilmistir. Bu ¢aligmanin bir diger gii¢lii yani1 Cizelge 4.2’ deki HWE degerleri
incelendiginde iki gen icinde hasta ve kontrol popiilasyonlarinda bu deger 0.05’ten biiyiik
oldugunun goriilmesidir. Bu durum popiilasyonlarin dengede oldugunu ve allel
frekanslarinin bir jenerasyondan digerine degismedigini gosterir. Boylece bu ¢alismada yer
alan popiilasyonlar icin elde edilen sonuglar giivenilirdir
(http://grows.ups.edu/analysis/data_analysistext.htm). Son olarak yas ortalamalar1 birbirine
yakin hasta ve kontrol popiilasyonu (Cizelge 4.1.) 100 kisi tizerinde tutularak SNP taniminda

var olan “ %0.01’den fazla rastlanma” ifadesi i¢in ideal minimum kosul saglanmistir.

Bu ¢alismada bazi smirliliklar da mevcuttur. Ilk olarak popiilasyon biiyiikliigii énciil
bir bilgi elde edilmesini saglamakla birlikte genel bir iliskilendirme kurmak icin yeterli
degildir. Calismanin tam olarak sonlanmasi ve olmasi gereken %2 ve p degerlerinin elde
edilmesi i¢in hesaplanan SP (istatistiksel gii¢-statistical power) degerinin 0.80 olmasi
gerekir. Bu ¢aligmada hasta ve kontrollerde RADS51(rs1801320) i¢in SP (istatistiksel gii¢)
degeri yaklasik 0.30 ve BLM(rs2270132) i¢in ise 0.04’tiir. 0.80 degerine ulagilmasi i¢in
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RAD51(rs1801320) polimorfizminde kontrol ve hastanin 426, BLM(rs2270132)’de yaklasik
15.000 sayisina ulastirilmasi calismanin tam olarak sonlanmasi igin gerekmektedir
(http://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/b2.html). Bunlarin yani sira kullanilan kontrol
popiilasyonu saglikli bireylerden olusturulmustur ancak bireyler hastalik baglangicinda olup
heniiz hastaligin etkilerini gostermemis olabilirler. Ek olarak deneye katilan bireylerin
menopoz donemleri, egitim durumlari, viicut kiitle indeksi, menars yaslar1 gibi kisisel
bilgileri ile Ostrojen ve progesteron reseptor diizeyleri, timor dereceleri gibi Klinik
bilgilerine sahip olunmasi iligskilendirme hakkinda daha ayrintili bir sonug elde edilmesine
olanak taniyabilir. (Ornegin, CC genotipi dstrojen reseptdrii negatif meme kanseri olan
Suudi kadinlarda pozitif olanlara gére daha yaygin olarak bulunmustur (Tulbah ve dig.
2016).).
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Sonug olarak bu ¢aligmada Tiirk popiilasyonunda sporadik meme kanserli kadinlarda
BLM (rs 2270132) ve RAD51 (rs1801320) polimorfizmleri ile meme kanseri riski arasindaki
iliski analiz edildi ve genotipe dayali vaka-kontrol ¢alismasi yapilarak Tiirk popiilasyonunda
daha once gosterilmemis, hastaliga yatkinlik saglayan genotipler ortaya ¢ikarildi ve allel

frekanslar1 bulundu.

RAD51(rs1801320) ve BLM(rs2270132) polimorfizmleri ile meme kanseri riski
arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik olmadigi bulunmustur (Sirastyla p degerleri: 0.115
ve 0.907). Benzer sekilde iki SNP i¢in de allel ve genotip frekanslar1 ile meme kanseri riski
arasinda anlamli iligki olmadigi bulunmustur. (SNP’lerin allel frekanslar1 ve tiim genotip

frekanslari i¢in p>0.05).

fleriki calismalarda var olan siirliliklar ortadan kaldirilip daha genis ve daha iyi
tanimlanmis bir popiilasyonda klinik bilgilerin varhiginda RAD51(rs1801320) ve BLM
(rs2270132) varyantlarinin meme kanserinde tanimlayict bir biyomarkor olarak
kullanilabilmesi i¢in daha kullanislt veri elde edilebilir. BLM ig¢in sonuglandirici veri elde
etme amaciyla 15.000 kisi sayisina ulagsmak gii¢ olsa da RAD51(rs1801320) i¢in 426 kisi
sayisina ulasilip net bir sonug elde edilmesi planlanmaktadir. Ek olarak RADS51 ve BLM 'nin
farkli SNP’lerine, ¢ift zincirli DNA kiriklarini tamirde gorevli TP53, PTEN, ATM, NBN,
XRCC2/3 genleri gibi diger tamir genlerindeki SNP’ler analiz edilip Tiirk popiilasyonu i¢in
allel ve genotip frekanslari c¢ikarillip hastaligin olusum mekanizmasini aydinlatma
bakimindan da dnemli bir adim atilmis olacaktir. Tiim bu genler ile RAD51 ve BLM nin
varyantlarinin meme kanseri olusumuna etkisi haplotip analiziyle tespit edilebilip bu sayede
ayni gendeki SNP’lerin kombinasyonlar1 sonucu ortaya ¢ikan meme kanseri riski yiizde
olarak elde edilebilir ve genlerin etkilesim halinde meme kanserine yatkinlik saglama
durumlar {izerine 6n bilgi sahibi olunabilir. Ayrica bu ¢alismadaki polimorfizmlerin gen
fonksiyonu lizerine etkileri mRNA ve protein diizeylerindeki caligmalar ile netlestirilebilir.
Son olarak gen-gen ve gen ¢evre etkilesimlerini goz oniinde bulundurarak meme kanserinin
multifaktoriyel etkilerini aydinlatmaya odaklanilip bu sayede bireylerin genotiplere gore

Ozgl ilag ve tedavi
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gelistirilebilir. Boylece hastaligin ilerleme riskinde azalma ve tedaviden alinan verimde

artma elde edilebilmis olur.
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TEZ DENETLEME LiSTESI

Tez, asagidaki denetimler yapilarak tamamlanmaistir.

O

o o o o o o o o o o

Kapak ve i¢ kapak sayf alarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasina danisman adi yazilmamalidir).

Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazildu.

Tez kapagi sirt kismina kilavuzda belirtilen ¢izimde (yazinin yoniine dikkat!) ad,
program,y1l yazildu.

Onay sayfasi uygun ¢izimde hazirlandi (kazanilan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya da
DOKTORA olmalidir) imzalatild1 (Enstitii Miidiirii’niin imzas1 da gereklidir,imzalarin
ayni renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).

Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

On sayfalara i, ii, iii seklinde Roma rakamlar1 konuldu.
Sayfa numaralar1 kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

Ana metin yazi boyutu 12 olacak bi¢cimde basild1.
Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde basildi.

Ana metin satir aralig1 1.5 olacak sekilde yazildu.
Kaynaklar abecesel siralamaya gore yazildi.

Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.
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