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OZET

WNT ANTAGONISTI GEN POLIMORFiZMLERI VE MEME KANSER]
ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

Gonca DONMEZ
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Ali Fazil YENIDUNYA
2014, 112 sayfa

Calismamizda DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly, DKK3 intron 4 G/C, DKK4
sinonim ekzon 4 V169V ve sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizmlerinin
meme kanseri gelisiminde risk olusturup olusturmadiginin arastirilmasi amaglanmaistir.
Calismada meme kanseri tanisi konmus 100 kadin hasta ve 100 saglikli kadin kontrol
arastirilmistir.

DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly, DKK3 intron 4 G/C, DKK4 sinonim
ekzon 4 V169V ve sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizmlerinin
genotiplendirilmesi, izole edilen DNA’lar kullanilarak PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction ve Restriction Fragment Length Polymorphism) yontemleri ile
gerceklestirilmistir.

x? testi kullamlarak yapilan istatistiksel analizde, DKK3 nonsinonim ekzon 7
Arg335Gly, DKK3 intron 4 G/C ve sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K
polimorfizimlerinin dagilimi agisindan hasta ve kontrol grubu arasindan anlamli bir fark
bulunamamistir (p>0.05).

Bununla beraber, DKK4 sinonim ekzon 4 V169V polimorfizmi dagiliminin hasta
ve kontrol grubu arasinda anlamli olarak farkli oldugu gézlemlenmistir (p<0.05). Ayrica
Forward Stepwise lojistik regresyon analizi kullanilarak yapilan istatistiksel analizde
CC genotipine sahip bireylerin, CT ve TT genotipine sahip bireylere gére meme kanseri
gelistirme riskinin 16 kez daha fazla oldugu bulunmustur (p<0.05) (OR, 16,38; %95 ClI,
(6,37-42,12)). Buna ek olarak viicut kitle indeksi ve SFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K
genotip farkliliklarinin meme kanseri gelisiminde risk faktorii olduklarim1 Forward

Stepwise lojistik regresyon analizi ile belirledik.



Calismamizda bu polimorfizmler ve klinikopatalojik veriler arasinda iligski olup
olmadig1 degerlendirilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda, DKK3 nonsinonim ekzon 7

Arg335Gly polimorfizminin uzak metastaz olusumuna etkisi oldugunu belirledik.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, Wnt antagonistleri, DKK3, DKK4, sFRP4,

polimorfizm



ABSTRACT

INVESTIGATION OF RELATIONSHIP BETWEEN WNT ANTAGONIST GENE
POLYMORPHISMS AND BREAST CANCER

Gonca DONMEZ
PhD Thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Ali Fazil YENIDUNYA
2014, 112 pages

In our study, we aimed to investigate whether DKK3 nonsynonymous exon 7
Arg335Gly, DKK3 intron 4 G/C, DKK4 synonymous exon 4 V169V and sFRP4
nonsynonymous exon 6 R340K polymorphisms are risk factors of breast cancer
development. In this study, 100 female patients with breast cancer and 100 healthy
females as a control group were examined.

Genotyping of DKK3 nonsynonymous exon 7 Arg335Gly, DKK3 intron 4 G/C,
DKK4 synonymous exon 4 V169V and sFRP4 nonsynonymous exon 6 R340K
polymorphisms had been performed by PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction ve
Restriction Fragment Length Polymorphism) methods using isolated DNA.

In statistical analysis using x? test, we observed that there was no significant
difference between case and control groups for distribution of DKK3 nonsynonymous
exon 7 Arg335Gly and DKK3 intron 4 G/C polymorphisms (p>0.05).

On the other hand, distribution of DKK4 synonymous exon 4 V169V
polymorphism between case and control groups was significantly different (p<0.05).
Using Forward Stepwise logistic regression analysis, we also found that individuals
with CC genotype have 16 times more risk for breast cancer development than
individuals with CT and TT genotypes (p<0.05) (OR, 16,38; 95% ClI, (6,37-42,12)). In
addition using Forward Stepwise logistic regression analysis we determined that body
mass index and sFRP4 nonsynonymous exon 6 R340K genotype differences have been
identified as a risk factors in the development of breast cancer.

In our study, the relation between these polymorphisms and clinicopathologic

data was evaluated. As a result of statistical analysis, we determined that there was a

Vi



significant effect of DKK3 nonsynonymous exon 7 Arg335Gly polymorphism on

distant metastasis.

Key words: Breast cancer, Wnt antagonists, DKK3, DKK4, sFRP4, polymorphism
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1. GIRIS

Diinyada meme kanseri, kadinlarda goriilen kanser tiirleri arasinda birinci sirada yer
alirken, kanser nedenli Oliimlerde akciger kanserinden sonra ikinci siklikta yer
almaktadir. Ulkemizde ise kadinlarda goriilen kanser tiirleri arasinda %24,96 orana
sahip olup birinci sirada bulunmaktadir. Meme kanseri risk faktorleri arasinda cinsiyet,
yas, ailesel ve genetik faktorler, memede daha 6nceden kanser ya da atipik hiperplazi
olmasi, 1rk, radyasyona maruz kalma, menarsin 12 yasin altinda, menopozun 55 yasin
lizerinde baslamas1 yer almaktadir. Bunula beraber, hi¢ dogum yapmama veya 30 yas
sonras1 gebelik, over aktivitesi, oral kontraseptif kullanma, menapoz sonrasi dénemde
hormon replasman tedavisi gorme, laktasyon, alkol kullanimi, obezite ve yagl diyet,
fiziksel aktivite meme kanseri ile ilgili oldugu disiiniilen diger risk faktorleri arasinda
yer almaktadirlar. (1).

Kanser gelisimi; hiicre gelisimi ve devamliliini kontrol eden ve normal
embriyonik gelisimde Onemli roller oynayan sinyal iletim yolaklarinin anormal
aktivasyonuna baglidir. Omurgali ve omurgasiz embriyo gelisiminde tanimlanmis olan
Wnt sinyal iletim yolaginin da farkli tiimor tiplerinin gelisimi ile iliskili oldugu
bilinmektedir (2). Wnt antagonistleri, Wnt sinyal iletimini modiile eden proteinlerdir ve
ekstraseliiler Wnt antagonisti olarak bilinen bes protein ailesi bulunmaktadir (SFRP (the
secreted frizzled-related protein), Wifl (Wnt inhibitory factor 1), Xenopus Cerberus,
Wise ve DKk (Dickkopf) protein aileleri). Bu proteinler direkt Wnt ligandina baglanarak
ya da Wnt reseptor kompleks bilesenine baglanarak Wnt sinyal iletimini inhibe
etmektedirler (3,4).

sFRP ve Dkk ailesi iiyelerinin cesitli kanser tiirlerinde epigenetik inaktivasyonla
gen ekspresyonlarinda azalma oldugu belirlenmistir (5,6,7). Ayrica Wnt-iligkili genlerin
epigenetik susturulmasit meme kanserinde de arastirilmistir (8).

Giliniimlizde Wnt antagonisti genlerde bulunan polimorfizmlerin meme kanseri ile
iligkileri tizerine heniiz bir arastirma rapor edilmemistir. Wnt sinyal iletim yolagi
genlerindeki anormal aktivasyonlar kanser gelisiminde etkin olmaktadir. Wnt
antagonistlerinin bu yolag: inhibe ettigi bilinmektedir ve dolayisi ile bu antagonistlerin
gen polimorfizmlerinin meme kanseri igin risk faktorii olup olmadiginin arastirilmasi
acisindan ¢alismamiz Onem kazanmaktadir. Ayrica meme kanseri etiyolojisinin

aydinaltilmasi, kemoterapiye cevabin Ongdriilmesi, bireylerin ilaglara duyarliligi ve



bireysel tedavi segeneklerinin  gelistirilebilmesi  agisindan  tek  niikleotid
polimorfizmlerinin arastirilmasi 6nem tagimaktadir.

Calismamizda, Wnt antagonistleri gen polimorfizmlerinin (DKK3 nonsinonim
ekzon 7 Arg335Gly, DKK3 intron 4 G/C, DKK4 sinonim ekzon 4 V169V, sFRP4
nonsinonim ekzon 6 R340K) meme kanseri gelisiminde ve/veya metastaz olusumunda

bir risk faktorii olusturup olusturmadigini arastirdik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Anatomisi

Viicut ter bezlerinden tiiremis olan meme bezi 6zellesmis bir apokrin bezdir (9,10).
Meme dokusu epitelyal parankim, kas, yag ve bag dokusu, lenf ve sinir sisteminden
olusur (11).

Erigkin kadinlarda meme bezi 6n gogiis duvarinin pektoral fasyasinin yiizeysel ve
derin tabakalar1 arasinda bulunur ve 2. ile 7. kaburgalar arasinda yerlesmigtir. Meme
cap1 yaklasik olarak 10-12 cm.’dir ve merkezi bolgede en fazla 5-7 cm kalinligindadir.
Laktasyonda olmayan bir memenin agirligi 150-200 gram iken, laktasyonda agirligi
400-500 grama ulagsmaktadir (12).

Memelerin orta boliimiinde meme basi ve areola bulunur. Burada daha fazla
pigment bulunmasindan dolayr meme derisinden daha koyu renktedir. Ostrojen
seviyesinin artis1 ile birlikte renk koyulugu da artmaktadir (12).

Gelismis meme elemanlart; asiniis, duktus ve stromal elemanlardir. Memenin salgi
birimi olan asiniislerin i¢leri kiiboid ya da silindirik epitel ile doselidir. Dis yap1 bag
dokusu, kan ve lenf damarlar ile sarilidir. Asiniisler birleserek lobiilleri, lobiiller de bir
araya gelerek loblar1 olustururlar. Her lob 20-40 kadar lobiil igerir. Dolayisiyla, her bir
duktus bir meme lobunu ve 20-40 kadar lobiilii drene eder. Her bir lobiilde toplatici
duktus ¢evresinde gruplasmis olan sayilar1 10-100 arasinda degisen asiniisler bulunur.
Meme bezinin esas yapisal birimi olan lobiillerin sayis1 gen¢ kadinlarda fazla iken
menapozdan sonra azalma gosterir (12,13).

Erkeklerde ise meme rudimenter olup, sadece kiigiik kanallardan olusur (11).
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Sekil 2.1. Meme anatomisi (http://memesaglik.net/normal-meme-yapisi.asp)

2.2. Meme Kanseri

Kansere bagl oliimler arasinda ikinci sirada yer alan meme kanseri kadinlarda en sik
goriilen malignitedir. Meme kanseri, ¢ok sayida kanserle iligkili genin mutasyonu
sonucunda olusur. Bu mutasyonlar esey hiicrelerindeki genlerde meydana gelir ve
nesilden nesile aktarilirsa ailesel meme kanserlerini olusturur. Ancak somatik
hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar nesilden nesile aktarilmaz ve sporadik meme
kanserlerini  olusturur. Meme kanserlerinin  ¢ogunu ise sporadik kanserler
olusturmaktadir (14).

Gilinlimiize kadar meme kanserinin temel biyolojisi lizerindeki caligmalar, meme
kanseri yatkinliginda, baslangicinda ve gelisiminde rolii bulunan genlerin ve hiicrelerin
tanimlamasinda 6nemli gelismelere yol agmistir. Meme tiimorleri, farkli hiicre
gruplarindan meydana gelen heterojen yapiya sahiptirler. Bu heterojen yapiy1 agiklamak
tizere iki hipotez ileri siiriilmiistiir:

v' Meme bezinde var olan hiicrelerin her biri genetik degisikliklerin birikimi ile

tiimdrijenik olma kapasitesine sahiptirler.


http://memesaglik.net/normal-meme-yapisi.asp

v Yalnizca meme bezinde ender bulunan 6zel hiicrelerden tiimor gelisebilir.

Meme kanserinin bu hipotezler dogrultusunda mi1 yoksa her ikisinin birlikteliginden mi
meydana geldigi halen arastirilmaktadir (15).

Normal meme biiylimesi ve gelisimi Ostrojen, progesteron, androjen,
glukokortikoid, prolaktin, troid hormonu, insulin, ve insulin benzeri biliylime faktorleri,
fibroblast biiylime faktorleri, epidermal biiyiime faktorleri gibi pek ¢ok hormon ve
bliylime faktoriinlin ektilesimi ile gergeklesir. Bu faktorlerin reseptorleri ile etkilesimleri
sonucunda ¢esitli genlerin anlatimi arttirilirken bazilarminki baskilanabilir. Hiicrelerde
bu reseptdor ve ilgili sinyal iletim yolaklarinda gorevli proteinlerin genlerindeki
bozukluklar kanser gelisiminden sorumludurlar. Meme kanser hiicrelerinin malign

potansiyeli de liretilen biliylime uyaranlar1 ve inhibitdrleri arasindaki dengeye baglidir

(16).

2.2.1. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi

WHO ve IARC’1mn (International Agency for Research on Cancer) ortak raporuna gore
her yil diinyada 1.000.000 kadinda meme kanseri gelismekte ve 370.000 kadin ise bu
hastaliktan Olmektedir. Avrupa’da her yil 340.000 yeni meme kanseri olgusu
gozlenirken, ABD’de ise yilda 184.000 yeni meme kanseri gézlenmektedir. Akciger
kanserinden sonra tiim kanser Oliimleri arasinda %18 ile ikinci 6liim nedeni olarak
bildirilmektedir. Diinyada meme kanseri goriilme siklig1 yillik ortalama %0,5 oraninda
artmaktadir (17).

Bati tilkelerinde (en azindan son 25 yildir) meme kanseri insidansi yaklasik %30
artis gosterirken, ABD’de mamografi kullanimi ve hormon replasman tedavisine bagl
olarak 2001-2004 yillar1 arasinda meme kanseri sikliginin azaldigi goriilmiistiir. Nedeni
tam olarak anlagilamamakla birlikte iireme, beslenme 0Ozelliklerinin degismesi ve
fiziksel aktivitenin azalmasina bagl olarak Asya ve Afrika kitalarinda gelismekte olan
iilkelerde meme kanseri insidansi artmistir (18). Meme kanseri insidansinin artmasina
ragmen son 25 yildir bazi iilkelerde mortalite orani sabit kalmis ya da azalmistir (19).
Gelismis iilkelerde mortalite oraninin azalmasiin nedeni, mammografi ile erken taninin

konmasi ve gelistirilen tedavilere baglanabilir (20).



Diger taraftan meme kanseri sadece kadinlara 6zel bir hastalik degildir. Tiim meme
kanserlerinin yaklasik %1°1 erkeklerde goriilmektedir. Meme kanseri erkeklerde goriilen
tiim kanser gesitlerinin %0,2’sinden ve dliimlerin ise %0.14’tinden sorumludur (17, 21).

Tiirkiye’de ise meme kanseri 1990 yilindan itibaren en sik goriilen 2. 6lim
nedenidir (22).

2.2.2. Meme Kanserine Yakalanmada Etkili Olan Risk Faktorleri

Meme kanseri vakalarinin biiyiik cogunlugunda etiyoloji bilinmemektedir. Hastalik i¢in
bir ¢ok risk faktorii belirlenmistir. Meme kanseri icin belirlenmis olan risk faktorlerini
su sekilde siralayabiliriz; cinsiyet, yas, ailede geng¢ yasta meme kanseri 0ykiisli olmasi,
erken menars, ge¢ menapoz, ge¢ yasta ilk canli dogum, sosyoekonomik seviye, dstrojen
ve dogum kontrol hapir kullanimi, alkol ve sigara kullanimi, sismanlik ve yagh

beslenme, daha 6nce meme kanseri gegirmis olma, genetik mutasyonlar (17, 23).

2.2.2.1. Yas

Meme kanseri siklig1 ve mortalitesi yasla birlikte artmaktadir. Yash kadinlarda meme
kanserinin daha ileri evrelerde tan1 kondugu ileri siiriilse de bir ¢ok arastirici tarafindan
bu desteklenmemistir (24). Bununla beraber, meme kanseri hastalarinin %70’nin 50 yas
ve tlizeri oldugu belirtilmistir. 50 yas {izeri bireylerde 50 yasin altinda olan bireylere

gore meme kanseri goriilme sikligi dort kat artmaktadir (25).

2.2.2.2. Kisisel meme kanseri oykiisii

Daha 6nce meme kanseri gegiren ve tedavi olan bireylerde diger memelerinde kanser
gelistirme olasiligl, daha dnce bu hastaliga yakalanmamis olan bireylere gore 3-4 kat
daha fazla risk tagimaktadir. Ayrica daha 6nce memesinde iyi huylu timor saptanmis

olan bireyde kanser gelisim riski de artmaktadir (25).

2.2.2.3. Fertil ¢ag siiresi
Kadinlarda adet gérmeye erken yasta baglamalar1 ve ilerleyen yasta menopoza girmeleri
fertil ¢cag1 uzatmaktadir. Bu donemde daha fazla Ostrojen hormonu etkisine maruz

kalindigindan meme kanseri gelistirme riski de artmaktadir (25).



2.2.2.4. Dogurganhk oyKkiisii

Kadinlarda ilk ¢ocugu dogurma yas1 meme kanserine yakalanmasina etki etmektedir. 30
yasindan sonra ilk ¢ocugunu doguran kadinlarda, 20 yasindan 6nce doguran kadinlara
oranla iki kat daha fazla meme kanseri goriildiigii bildirilmistir. Bununla beraber, hig

¢ocuk dogurmayan kadinlarda ise bu risk daha da artmaktadir (25).

2.2.2.5. Sosyo-ekonomik diizey

Sosyo-ekonomik diizeyi yiiksek olan kadinlarda meme kanseri goriilme sikligimin daha
fazla oldugu bildirilmistir. Gelir diizeyi yiiksek olan ailelerin kiz ¢ocuklarinin daha iyi
beslendikleri i¢in erken yasta adet gormeye basladiklari ve egitim, is nedeniyle daha
ileri yasta evlenip ge¢ yasta cocuk sahibi olmalarinin bu sonucu dogurdugu

diistiniilmektedir (26).

2.2.2.6. Ostrojen alinmasi ve dogum kontrol hap1 kullanimi

Menopozdan dolay1 uzun siire dstrojen tedavisi goéren kadinlarda meme kanseri goriilme
riski artmaktadir (27). Dogum kontrol haplarinin da meme kanseri riskini yiikselttigi
belirtilmistir. Ancak bu konu ile ilgili farkli goriisler bulunmaktadir. Ayrica 10 yil 6nce
dogum kontrol hapi kullanmayi birakmis kadinlarda bu riskin tamamen ortadan
kalktigina da isaret edilmektedir (25).

2.2.2.7. Alkol ve sigara kullanim
Alkol ve sigara kullaniminin meme kanseri ile iliskisi heniiz netlik kazanmamuistir (25).
Bununla beraber hem alkol kullaniminin (28,29), hem de sigara kullanimimin meme

kanserine yakalanma riskini artirdig1 yoniinde ¢alismalar vardir (25).

2.2.2.8. Obezite

50 yas ve lizeri olan bireylerde obezitenin meme kanserine yakalanma riskini yiikselttigi
One slrilmiistiir (25). 18 yasindan sonra 20 kilo ve daha fazlasimi alan kisilerde
almayanlara gére meme kanseri riskinin 1.5 kat daha fazla oldugu saptanmistir.
Menopozdan sonra en az 8 kilo kaybeden ve agirlik kaybini devam ettirenler %57
oraninda diisiik meme kanser riskine sahipken, menopozdan sonra 8-10 kilo alan

kisilerde %18 meme kanser riski daha fazla oldugu belirtilmistir (30). Boylece daha



fazla yag dokusuna sahip olma Ostrojen seviyesini ve meme kanser gelisme riskinin

olasiligin arttirdig1 diisiiniilmektedir (17).

2.2.2.9. Hormonal faktorler

Ostrojen ve progesteronun meme kanseri gelisiminde anahtar rol oynadif
diisiiniilmektedir. Ostrojen meme dokusunda duktal epitelyumun diferansiyasyonu ile
proliferasyonunu saglamaktadir. Genetik ve ¢evresel faktorler 6strojen homeostazisini
etkilemektedir. Mekanizmas1 karmasik olmakla birlikte Ostrojen ve metabolitlerinin
meme kanseri baslatmada ve gelisiminde etkili oldugu bilinmektedir (17).

Dogrudan tiimdrogenezi baslatan etkiler arasinda niikleik asit sentezinde rol alarak
onkogenezi aktive eden enzim ve proteinler bulunmaktadir. Dolayli etkiler prolaktin
salimiminin stimiile edilmesi ve biiylime faktorleri (GFa ve EGF doniistimii gibi) ile
bliylime dis1 faktor peptidlerinin (plazminojen aktivatorleri vb.) iiretimi ile meydana
gelebilir.

Bir organin bir hormonun proliferatif etkisine verecegi cevap normal gelisimden
hiperplaziye dogru olabilecegi gibi, neoplaziye dogru da olabilir. Erken menarj, ilk
dogumun ileri yaslarda olmasi ve ge¢ menopozda meme kanseri riskinin artmasi buna
karsin erken menopozda ise bu riskin azalmasi yukarida agiklanan degisimi dolayli
yoldan kanitlamaktadir (17, 31, 32). Bunlara ek olarak, emzirmenin de meme kanser

riskini azalttig1 gosterilmistir (33).

2.2.2.10. Radyasyona maruz kalma

Ozellikle 30 yasindan &nce toraks duvarma uygulanan yiiksek dozda iyonize radyasyon,
meme kanseri riskini yiikseltmektedir. 40 yasindan sonra iyonize radyasyona maruz
kalanlarda meme kanseri riskinde artma gozlenmemistir. Bu nedenle 30 yasin
tizerindeki kadinlarda mamografi meme kanseri riskini yiikseltmemektedir. Lenfoma
nedeniyle radyoterapi alan kadinlarda da, ozellikle 10. yildan sonra meme kanseri
siklig1 artmaktadir (34). Radyasyona maruz kalanlarda DNA hasaria bagli olarak 10-15
yillik bir siire icerisinde meme kanseri riskinde %?20-30’a varan artiglardan

bahsedilmektedir (35).



2.2.2.11. Genetik yatkinhk

Aile bireyleri arasinda meme kanserine yakalanmis kimsenin varligi, o ailedeki diger

bireylerin meme kanserine yakalanma riskini artirmaktadir. Ozellikle birinci dereceden

akrabasinda (anne, kiz kardes gibi) meme kanseri Oykiisii olan kisilerde risk 2-5 kat

artmaktadir (25, 36).

Kendisinde herhangi bir sorun saptanmayan fakat kan bagi olan yakin akrabasinda

(1., 2. ve 3. derecede kan bagi olan akrabalar1 igerir) asagida belirtilen durumu olan

kisiler kalitsal meme kanseri riski tasiyan grup olarak Aydiner ve arkadaslar1 tarafindan

(2010) degerlendirilmistir (23);

v
v
v

BRCA1/BRCA2? ile genetik kanser riskinin varligi saptananlar

Yakin akrabasinda 40 yas veya altinda meme kanseri 6ykiisii olanlar,

Yakin akrabasinda her iki memede kanser olan, 50 yas veya altinda bir memede
kanser Oykiisii olan ve en az bir yakin akrabada daha 50 yas ve altinda meme
kanseri veya yumurtalik kanseri 6ykiisii olanlar,

Yakin akrabasinda meme kanserinin herhangi bir yasta saptanmasi ve en az 2
yakin akrabada daha yumurtalik kanseri 6ykiisii olanlar,

Yakin akrabasinda meme kanserinin herhangi bir yasta saptanmasi ve en az 2
yakin akrabada daha meme kanseri Oykiisii (6zellikle 50 yas altinda veya iki
memede ¢ikmigsa) olanlar,

Yakin akrabasinda meme kanserinin her hangi bir yasta saptanmasi ve baska bir
yakin erkek akrabasinda meme kanseri 6ykiisii olanlar,

Ayn1 yakin akrabasinda hem meme hem yumurtalik kanseri 6ykiisii olanlar,

En az iki yakin akrabasinda yumurtalik kanseri 6ykiisii olanlar,

Yakin akrabasinda yumurtalik kanseri ve en az bir yakin akrabasinda daha 50
yas ve altinda meme kanseri veya iki memede kanser dykiisii olanlar,

Bir yakin akrabasinda yumurtalik kanseri ve en az iki yakin akrabasinda meme
kanseri 0ykiisii olanlar,

Yakin akrabasinda yumurtalik kanseri ve en az bir yakin erkek akrabasinda
meme kanseri Oykiisii olanlar,

Iki yakin erkek akrabasinda meme kanseri dykiisii olanlar,

Yakin erkek akrabasinda meme kanseri ve en az bir yakin kadin akrabasinda

meme veya yumurtalik kanseri 0ykiisii olanlar,



v" Li-Fraumen sendromu (ayni ailede akut kan kanseri, erken yasta meme kanseri,
beyin tiimorii, bobrek iistii bezi kanseri, kemik ve yumusak doku sarkomu, diger
erken yasta saptanan nadir adenokanserler veya c¢ocukluk c¢ag1 kanseri
Oykiilerinin olmasi) dykiisii olanlar.

v" Askhenazi Yahudileri.

2.2.3. Meme Kanserinin Histopatolojisi

Meme kanserinde tiimoriin degerlendirilen c¢esitli o6zellikleri prognoz ve tedaviyi
belirlemede biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu konuda en 6nemli verilerden biri timoriin
histopatolojik tiiriidiir. Bu amagla yapilmig siniflandirmalar arasinda en yaygin olarak
kullanillan WHO’nun Meme Tiimdrleri Siniflandirmasi’nin  Azzopardi tarafindan

yeniden diizenlenen seklidir (Sekil 2.2.) (17).

Benign intraduktal Papillom; Meme basi adenomu; Adenom

Noninvaziv; Duktal Karsinoma in Situ; Lobiiler
Karsinoma in Situ

invaziv; invaziv duktal karsinom; intraduktal
. Lo kompanenti baskin invaziv duktal karsinom; invaziv
EPITELYAL TUMORLER - lobiiler karsinom; Miisin6z karsinom; Mediiller
Malign : ; ; :

karsinom; Papiller karsinom; Tubuler karsinom;
Adenoid kistik karsinom; Sekretuvar (Juvenil)
karsinom; Apokrin karsinom; Metaplastik karsinom;
digerleri

Memenin paget karsinomu

MiKST BAG DOKU VE EPITELYAL

. Fibroadenom; Filloides tiimor (Sistosarkoma filloides); Karsinosarkom
TUMORLER

Yumugsak doku tiimorleri; Deri tiimorleri; Hematopoetik ve lenfoid dokularin

CESITLIi TUMORLER o
tiimorleri

SINIFLANDIRILAMAYAN TUMORLER

MEME DiSPLAZiSi / FIBROKISTiK HASTALIK

TUMORE BENZER LEZYONLAR Duktal ektazi; inflamatuvar psédotiimor; Hamartom; Jinekomasti; Digerleri

Sekil 2.2 Meme tiimorlerinin histopatolojik siniflandirmasi
Proliferatif meme anormallikleri lobiiler ve duktal epitelle sinirlidir. Hem lobiiler

hem de duktal epitelde hiperplazi, atipik hiperplazi, karsinoma in situ (kanser hiicreleri,

cevresindeki bazal hiicreleri asmiyor) ve invazif karsinom in situ (kanser hiicreleri,
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cevresindeki bazal hiicreleri asiyor) dahil bir yelpaze seklinde anormallikler goriilebilir

(37).

2.2.3.1. Lobiiler karsinoma in situ (LCIS)

Memenin terminal duktal lobiiler birimlerinden kaynaklanir ve sadece kadinlarda
goriilmektedir. Komsu stroma i¢inde ¢ok tipik mikrokalsifikasyonlar goriilmektedir.
Meme karsinomlarinin %0,3-0,8’ini olustururlar (14) ve %25-35 oraninda invazif meme
kanserine degisim gosterirler (37). Tiim veriler degerlendirildigi zaman, LCIS’in malign
olmadigt; ancak kuvvetli bir timor belirteci olarak kabul edilmesi sonucu ortaya
cikmaktadir (23).

2.2.3.2. Duktal karsinoma in situ (DCIS)

Kiiciik duktuslardaki epitelin proliferasyonu ile karakterizedir. Erken donemde kanser
hiicreleri pleomorfizm, mitoz ya da atipi gostermediginden atipik hiperplaziden ayirt
edilmesi giictiir. Meme basinda kanli akinti, palpe edilebilen kitle seklinde saptanirlar,

%85’den fazlasi sadece mamografide mikrokalsifikasyon olarak saptanabilir (23, 37).

2.2.3.3 invazif meme kanseri

Lobiiler ve duktal kaynakli olarak tanimlanirlar. Ayrica, in situ kompenenti olsun ya da
olmasimn stromal invazyonun saptandigt lezyonlardir. Simiflandirma su sekilde
yapilmaktadir;

v' Meme baginda Paget kanseri; meme kanseri hastalarmin %12’sinde goriiliir.
Genellikle DCIS ile iliskili ve bazen invazif duktal kanser ile birlikte goriilebilir.
Stromal invazyon da goriilebilir.

v' Invazif duktal kanser memenin en sik goriilen malign tiiméoriidiir (%70-80
oraninda). Mediiller kanser yaklasik %4 oranindadir. Papiller kanser ve tubuler
kanser ise yaklasik %2 oraninda goriiliir.

v' Invazif lobiiler kanser goriilme sikligt %10 oranindadir. Invaziv duktal
karsinoma gore cevre doku smirlart daha diizensiz tiimorlerdir. Boyutlar
oldukga degiskendir. Bazen gozle goriiniir bir kitle olusturmazlar. Klasik invazif
lobiiler karsinoma disinda solid, alveolar, pleomorfik, tiibiilolobuler, tash yiiziik

hiicreli ve mikst tipleri de vardr.
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v" Nadir kanserler (adenoid kistik, skuamoz, apokrin) (23, 37).

2.2.4. Meme kanserinin molekiiler siniflandirmasi
Molekiiler tekniklerin (qQRT-PCR, mikroarray gibi) gelistirilmesi ile beraber meme
kanserinden sorumlu genlerin ekspresyon profilleri belirlendi ve bdéylece tiimoriin
molekiiler siniflamasma gidildi. Sporadik meme kanserilerinde gen ekspresyon
farkliliklarini belirleyen ¢alismalar yapildi ve bunun sonucunda meme tiimorleri bes ana
gruba ayrildi (38, 39).

v" Luminal A (ER > 0 veya PgR > 0) ve (Ki-67 < %14) ve (HER2 0/+/++)

v Luminal B (ER > 0 veya PgR > 0) ve (Ki-67 > %14) veya (HER2 +++)

v" Triple negatif (ER = 0 ve PgR = 0) ve (HER2 0/+/++)

v" Normal epitel benzeri grup (normal meme dokusu Ozelliklerini gosteren

tiimorler)

v HER2 poztif grup (ER = 0 ve PgR = 0) ve (HER2 +++)

Bu farkli molekiiler alt gruplarin prognoz ve kemoterapi duyarliliginda farklilik

gosterdigi gozlendi. Dolayist ile tedavinin yonlendirilmesinde 6nemli gelismeler

beklenmektedir.

2.2.5. Meme Kanserinde Evreleme

Tiimdr evreleme sistemleri kanserin yayilimi ve ciddiyeti hakkinda belli standartlara
gore ilgi edinilmesini saglar. TNM Evreleme Sistemi’nde tiimoérleri sinirlamak igin
kullanilan kriterler; timdér boyutu (T), aksiller lenf nodlarina yayilim (N) ve uzak
bolgelere yayilimdir (M). Daha 6nceden tanimlanmis kriterlere gore bu {i¢ 6zellik
belirlenip kombine edilereck, TNM evresi hesaplanir. Meme kanserinde TNM

smiflandirmasi ve evrelemesi sekil 2.1.”de verilmektedir (23).
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Primer timor -
T, Primer tlimére ait bulgu yok Meme Kanserinde Evreleme
T, in situ karsinom Evre T N M
T,(DCIS) Duktal karsinom in situ
T, (LCIS) Lobuler karsinom in situ Evre 0 o N M,
T, (Paget) Meme basinin paget hastaligi (primer bagka Evre | Lwc so mo
_timéryok) Evre lIA TN M
T, En buyik ¢ap1 < 2.0 cm. timér T N M
T,... En biiyiik capi < 0.1 cm. mikroinvazif timér TN M
T,, Tumér capi > 0.1 cm,, ancak < 0.5 cm. Evre lIB T, N, M,
T,, Timorcapi>0.5cm, ancak<1.0.cm. T, N, M,
T,. Timér capi >1.0 cm,, ancak < 2.0 cm. Evre A Lo N M
T, Timor capi > 2.0 cm,, ancak < 5.0 cm. L 22 mo
T, Tdmor capi > 5.0 cm. 13 NZ MD
T, Asadida belirtilen dokulara direkt yayilimi olan herhangi r N M
biiyiklikte timor EwellB T, N, M,
A. gogus duvar T, N, M,
B. cilt T, N, M,
T,, Pektoralis major kasi disinda gogis duvarina yayilim Evre lliC T. N M
T, Odem, peau d'orange, cilt iilserasyonu, ayni memede satellit Evre IV Ta Ny M

cilt noddlleri
T, TdaveT4b
T,, Enflamatuvar karsinom

T, Degerlendirilemeyen primer timér

Bolgesel Lenf Nodiilleri
Klinik Siniflandirma
Daha once cikarildigi icin degerlendirilemeyen nodal tutulum
Bolgesel lenf nodu metastazi yok
, Hareketli, ipsilateral bélgesel lenf nodu metastazi
, Komsu dokulara yapisik ipsilateral aksiller lenf nodu metastazi veya veya aksiller metastaz
olmaksizin klinik veya radyolojik olarak (lenfosintigrafi disi) gériilebilen ipsilateral IM nodal
metastaz
N,, Komsu dokulara yapisik ipsilateral aksiller lenf nodu metastazi
N,, Aksiller metastaz olmaksizin klinik veya radyolojik olarak gériilebilen ipsilateral IM nodal
metastaz
N, ipsilateral infraklavikiiler lenf nodu metastazi veya klinik + radyolojik (lenfosintigrafi digi) olarak
gériilebilen ipsilateral IM lenf nodu metastazi + aksiller lenf nodu metastazi veya supraklavikiiler
lenf nodu metastazi
N,, Ipsilateral infraklavikiler lenf nodu metastazi + aksiller lenf nodu metastaz
N,, Klinik + radyolojik (lenfosintigrafi disi) olarak gérilebilen ipsilateral IM lenf nodu metastazi +
aksiller lenf nodu metastaz
N, Supraklavikiiler lenf nodu metastaz

Patolojik Siniflandirma
pN, Degerlendirilemeyen bélgesel lenf nodlari
pN, Bélgesel lenf nodu metastazi yok

pN,., Bdlgesel lenf nodu metastaz yok, iHK (-)

pN,., Bolgesel lenf nodu metastazi yok, IHK (+), ancak tiimér infiltrasyon alani 0.2 mm
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pN
pN
1
pN . Mikrometastaz, timér infiltrasyon alani >0.2 mm, £2.0 mm
PN, 1-3 aksiller lenf nodu tutulumu ve/veya klinik veya radyolojik olarak gériintlilenemeyen
ancak sentinel biyopside saptanan iM lenf nodunda mikrometastaz
pN,, 1-3 aksiller lenf nodu tutulumu
pN,, Klinik veya radyolojik olarak gériintiilenemeyen, ancak sentinel biyopside saptanan iM lenf
nodunda mikrometastaz
PN, 1-3 aksiller lenf nodu tutulumu ve klinik veya radyolojik olarak gériintiilenemeyen, ancak
sentinel biyopside saptanan IM lenf nodunda mikrometastaz
PN, 4-9 aksiller lenf nodu metastazi veya aksiller tutulum olmaksizin iM lenf nodlarinda klinik +
radyolojik (lenfosintigrafi disi) olarak gériintiilenebilen tutulum
pN,, 4-9 aksiller lenf nodu metastazi, en kiigiik timér infilrasyon alani >2.0 mm
pN,, Aksiller tutulum olmaksizin IM lenf nodlannda klinik + radyolojik (lenfosintigrafi digi)
olarak olarak belirgin olan tutulum
pN, 10 veya daha fazla aksiller lenf nodu metastazi veya infraklavikiiler lenf nodu metastazi veya klinik
+ radyolojik (lenfosintigrafi disi) olarak belirgin iM lenf nodu metastazi + en az 1 aksiller lenf nodu
metastazi veya sentinel biyopsi ile tanisi konan mikroskopik iM lenf nodu metastazi + 3'ten fazla
aksiller lenf nodu metastazi
PN, 10 veya daha fazla aksiller lenf nodu metastazi, en kiigiik timér infilrasyon alani >2.0 mm veya
infraklavikiler lenf nodu metastazi
pN,, Klinik + radyolojik (lenfosintigrafi digi) olarak belirgin iM lenf nodu metastazi +en az 1 aksiller
lenf nodu metastazi veya sentinel biyopsi ile tanisi konan mikroskopik iM lenf nodu metastazi
+ 3'den fazla aksiller lenf nodu metastazi
pN,_Supraklavikiler lenf nodu metastazi

Bélgesel lenf nodu metastazi yok, RT-PCR (-)
Bolgesel lenf nodu metastazi yok, RT-PCR (+)

0(mol-)

0(mol+)

pN

Uzak Metastaz
M, Degerlendirilemeyen uzak metastaz
M M, Uzak metastaz yok

M, Uzak metastaz var

Sekil 2.3. Meme Kanserinde 2002 yilit TNM Siniflandirmasi ve Evreleme Sistemi

2.2.6. Meme kanseri genetigi ve molekiiler faktorler

Kanserin kesin sebepleri heniiz bilinmemektedir. Ancak, kisiyi baz1 kanser tiirlerine
kars1 yatkin olmasina neden olan genler, kanser olusumuna neden olan virisler,
radyasyona maruz kalma, cesitli kimyasal maddeler kanser sebepleri arasinda yer
almaktadir (40).

Meme kanserlerinin biiyiikk ¢cogunlugunu sporadik kanserler olustururken, kalitsal
sebeplere bagli olarak gelisen meme kanserleri olgularin ¢ok az bir kismini (%10-20’si)
olustururmaktadir (41). Kalitsal meme kanserleri penetrans: yiiksek olan genlerdeki
(BRCA1, BRCAZ2, p53, PTEN, ATM gibi) mutasyonlardan kaynaklanmaktadir.

Bunlardan en sik rastlanan BRCA1l ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar kalitsal
meme kanserlerinin  %80-90’indan sorumludurlar (42). DNA tamiri ve genomik

integritenin kontroliinde gerekli olan proteinleri kodlayan bu genlerin bir defektik
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kopyalar1 kalitilir. Diger kopya ise mutasyon, rekombinasyon, delesyon ve epigenetik
inaktivasyon ile inaktive edilir (41). BRCAI deki mutasyonlar kalitsal meme kanseri
gobzlenen ailelerin %15-45inde goriiliirken, BRCA?2 'deki mutasyonlar ise meme kanseri
ailelerinin yaklasik %76’sinda goriilmektedir (43). Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi,
DNA hasarlarinin tamir edilmesi, anormal hiicrelerin ¢ogalmasinin engellenmesinde
gorev alan p53°deki mutasyonlar biitiin meme kanseri olgularinin sadece %1’ ’inden
sorumludur (44).

Sporadik meme kanserlerinde ise BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarina rastlanmazken
(45), %20-40 oraninda p53 mutasyonlarina rastlanmaktadir (46). Sporadik meme
kanserlerinin baslica etkeni Ostrojen seviyesindeki artistir. Dolayist ile, Ostrojen
biyosentezinde (CYP17, CYP19, 175-HSD) ve 6strojenin metabolitlerine ve tirlinlerine
dontisiimiinde rol alan proteinlerin genlerindeki (COMT, CYP1Al, CYP1B1, GSTM1,
GSTM3, GSTP1, GSTT1) degisimler sporadik meme kanserinde etkilidir (47).

Penetransi diisiik olan genler ise meme kanseri i¢in diisiik risk olusurmalarina
ragmen, bu genlerin varyantlarina populasyoda yliksek oranda rastlanmaktadir. Bundan
dolay1r meme kanseri olgularinin biiyiik bir kismindan sorumludurlar (48). Penetransi
diisiik olan kansere yatkinlik allellerinin genetik polimorfizmler (¢ogunu SNP’ler
olustur) sonusunda ortaya ¢iktigi gosterilmistir (49). CYP1Al, CYP2D6, CYP19,
GSTM1 ve GSTP1, ADH1C, MTHFR, XRCC1 ve XRCC3, ERCC4/XPF, PR, ER, TNF-
a, HSP70 gibi diisiik penetransli genlerdeki polimorfizmlerin meme kanseri ile iligkileri
arastirilmistir (50).

Meme kanserine yatkinlik genlerinde kodlanan bdlgelerdeki polimorfizimlere ek
olarak kodlanmayan bolgelerdeki dizi degisimlerinin de meme kanserinde risk
olusturabilecegi lizerine caligmalar mevcuttur (51). Bunula beraber SNP’lerin meme

kanserinde anlamli risk olusturduklart gosterilmistir. (52).

2.2.7. Meme kanserinde tani ve tedavi

Meme muayenesi gerek tani gerekse meme kanseri hastalarinin takibinde onemlidir.
Meme kanseri hastalarinin %65-75’inde ilk bulgu memede ele gelen agrisiz, sert ve
hareketsiz bir kitlenin varligidir. Genelde etrafindaki meme dokusu ile hareket eder ve
bu 6zelligi ile fibroadenomdan ayirt edilir. Bunun disinda meme ucunda akinti, memede

sekil degisikligi, asimetri meme kanserinin diger belirtileridir. Lokal ileri evre meme
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kanserinde dermal lenfatik kanallarin tiimdr trombisleri ile tikanmasi sonucunda meme
derisinde portakal goriiniimii olusabilir. Sik rastlanan diger bir durum ise meme basinda
cekilmedir (17, 53). Lenfatiklere yerlesen tiimdr hiicrelerinin ¢ogalmasiyla satellit
nodiiller gelisir. Kanser nedenli olusan kitlelerin ¢ogunlugu %45 st dis kadran, %25
merkezi bolge, %15 st i¢ kadran, %10 alt dis kadran ve %5 alt i¢ kadranda yer
almaktadir. Malign akint1 ser6z, ser6z-kanli ya da kanli olabilir.

Meme goriintiilemede temel yoOntemler ultrasonografi ve mamografidir.
Kalsifikasyon, kitle lezyon, yapisal distorsiyon ve lenf ganglionlar1 mamografik olarak
tespit edilebilen bulgulardir. Ultrasonografi ile yogun memelerde mamografik olarak
tespit edilemeyen kitle, lokalizasyon nedeniyle mamografik olarak belirlenemeyen kitle
ve lenf nodu tespiti yapilabilir. Yeni bir ultrasonografi yontemi olan elastografi ile
Kistik-solid ayrimi, benign-malign ayriminda onemli bilgilere ulasilacagina dair
yorumlar da bulunmaktadir. Bu yontemlere ek olarak manyetik rezonans goriintiileme,
ultrasonografi ve mamografi’nin duyarliligmni arttirmakta kullanilmaktadir. Ayrica
sintimamografi, hormon reseptor goriintiileme ve molekiiler teknikler (HER2 mutasyon
taramalar1) rutin uygulamalarda kullanilmaktadirlar (53). Erkek memesindeki
lezyonlarin ¢ogu benigndir ve %1 ’inden daha azi primer meme kanseridir. Mamografi
miimkiindiir; ancak goriintli almak zor ise ultrasonografi yontemi kullanilir (21).

Meme kanseri i¢in tedavi segenekleri lokal (radyoterapi, cerrahi) ve sistemik
(kemoterapi, hormon tedavisi) tedavidir. Hem sistemik hem de lokal tedaviye
gereksinim olabilmektedir (54). Meme kanseri tedavi yontemlerini su sekilde
siralayabiliriz;

v" Meme koruyucu tedavi; tiimor kitlesi cerrahi olarak ¢ikarilir ve adjuvan
radyoterapi uygulanir.

v’ Basit mastektomi; pektoral kaslari ve aksiller lenf nodlarini yerinde
birakarak sadece memenin tamaminin alinmasi.

v Modifiye radikal mastektomi; basit mastektomi ile birlikte pektoral kaslarin
ve aksiller lenf nodlarinin alinmas.

v Deri koruyucu mastektomi; meme derisi korunur, tim meme dokusunun
meme bas1 ve areola kompleksi ile birlikte alinmasi.

v Radikal mastektomi; tiim meme dokusu tizeirndeki deri ile beraber, pektoral

kaslar ve aksiller lenf nodlarinin alinmasi
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v Aksiller lenf nodu diseksiyonu
v Profilaktik mastektomi; yiiksek oranda meme Kkanseri riski tasiyan

kadinlarda kanser gelismeden meme dokusunun tamaminin alinmasi (17).

2.2.8. Wnt sinyal iletim yolag:

Wnt sinyal iletim yolagi, hiicrelerin hayatta kalmasini, ¢ogalmasini ve istilasini
diizenlemektedir. Wnt/pB-katenin yolagi timér olusumu, tiimor istilasi ve metastaz
olaylar1 ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bu yolak; Canonical Wnt sinyal iletim

yolundan ve Non Canonical Wnt sinyal iletim yolundan olusmaktadir (55).

Canonical Wnt sinyal Non-canonical Wnt

@\ (@ iletimi sinyal iletimi
s
— T
Vo
— Frz &5 N F

Sekil 2.4. Canonical ve Non Canonical Wnt Sinyal iletim yolaklar1 (Wnt yoklugunda ve
varliginda) (56).

Cesitli insan solid tiimérlerinde canonical Wnt sinyal iletiminin katilimina dair
kanitlara uyumlu olarak, anormal Wnt sinyal iletiminin meme kanseri gelisimi ve
ilerleyisinde de etkili olabilecegi iizerine kanitlara da isaret edilmistir (57-60). Ayrica,
meme kanserinde Wnt sinyal iletim yolagi ile iliskili genlerin epigenetik
mekanizmalarla susturulduguna (DNA hipermetilasyonu araciligiyla) dair veriler vardir

(61).
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Wnt’ler embriyonik gelisim siiresince hiicre biiylimesi, hareketliligi ve
farklilasmasin1 diizenleyen parakrin seklinde salgilanan glikoproteinlerdir (62). Wnt
sinyal yolag: ¢ogunlukla, APC, axin ve onun homologu olan axin2/conductin ve f-
katenin’deki mutasyonlar yoluyla cesitli tomor tiplerinin (akciger kanseri, kolorektal
kanseri, hepatoseliiler karsinoma, melanoma, medulloblastoma, over endometrial
adenokarsinomalar, Ozafagial squamoz hiicre karsinomasi gibi) gelisimine katkida
bulunmaktadir (63-65).

Whnt-1 orjinal olarak int-1 olarak adlandirilmis ve ilk olarak farelerde meme timor
gelisiminde tanimlanmus bir gendir. Daha sonra ise, bu genin homologu Drosophila’da
wingless olarak adlandirilmig ve bu iki ismin kombinasyonu sonucunda Wnt terimi
olusmustur. Insanlarda saptanmis olan 19 Wnt proteini vardir ve ortalama 40 kDa
molekiiler agirligina sahiptirler (66).

Whnt’lerin hiicre yiizey reseptorleri Frizzled ailesine aittir ve yapisal olarak G-
proteini bagli reseptorler olarak toplanirlar, ve bazilari G proteinleri ve inozitol
fosfolipid yolag:i iizerinden sinyal iletebilirler. Baglica sinyal iletimi, G proteini
bagimsiz yolaktan gergeklesir, ki bunun i¢in Dishevelled adi verilen sitoplazmik sinyal
iletimi proteinine gereksinim vardir.

En iyi sekilde karakterize edilmis Dishevelled-bagimli yolaklar, B-katenin isimli
multifonksiyonal proteinin proteolizinin diizenlenmesiyle etkilidirler. - katenin, hiicre-
hiicre adezyonunda ve gizli bir regiilator proteini olarak islev goriir. Wnt’ler bu yolagi
Frizzled proteini ve ko-reseptor proteine baglanarak aktive ederler. Ko-reseptor proteini
“low density lipoprotein (LDL)” ile iliskilidir ve bu yiizden “LDL-reseptor-iliskili
protein (LRP)” olarak adlandirilir. Frizzled ve LRP’nin Dishevelled’i nasil aktive ettigi
heniiz agik degildir (67).

Multiprotein p-katenin degradasyon kompleksi olarak adlandirilan kompleks,
axin/conductin, GSK3p, APC, B-katenin, kazein kinazlo/e, ve diversin’den olusur ve -
kateninin stabilitesinin kontrolii i¢in énemli rol oynar. Bu kompleksin ana fonksiyonu
B-katenini fosforile etmek ve boylece, onun ubiquitinasyonunu baslatmak ve sonunda
proteozomlarda degradasyonunu saglamaktir (63,68,69).

Bir Wnt proteini Frizzled ve LRP’ye baglandig1 zaman, 3-katenin fosforilasyonu ve
degradasyonunun inhibe edilmesine yol agar. Mekanizmada Dishevelled ve buna

baglanan bir ¢ok sinyal iletim proteinine gereksinim oldugu bilinmektedir. Serin/treonin
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kinaz GSK3p (glikojen sentaz kinaz 3) Wnt yolaginda bir ¢ok proteine baglanir ve
fosforile eder. GSK3p tarafindan 33,37 ve 41. bolgede B-katenin fosforilasyonu E3 ligaz
B-TrCP’nin B-katenini tanimasi igin kritiktir, bu sayede B-katenin ubiquitinasyonu ve
proteozomlarda degradasyonuna onciiliik etmis olur (70,71). Ek olarak, GSK3p APC ve
axin’i de fosforile etmektedir (72). Degradasyon kompleksi bilesenlerinin
defosforilasyonu sadece B- katenin ubiquitinasyonunu inhibe etmekle kalmaz ayrica -
katenin’in axin ve APC’ye olan ilgisini de diisiiriir, boylece B-katenin kompleksten
ayrilir (73). Sonug olarak, fosforile olamamis B-katenin sitoplazma ve niikleusta birikir.
Niikleusta, Wnt sinyal iletimi i¢in hedef genler normalde sessiz durumda tutulur, bu ise
gen diizenleyici proteinlerin baskilayici bir kompleksi yoluyla gerceklesir. Bu
diizenleyici proteinler, korepresér protein olan Groucho’ya baglanan LEF1/TCF
ailesidir. Wnt sinyali nedeniyle degrede olmamis B-katenin’deki artis, B-katenin’in
niikleus icine girmesine ve Groucho’yu yerinden ederek LEF-1/TCF’e baglanmasina
olanak saglar. Boylece, B-katenin artik bir koaktivator olarak gorev alir, Wnt hedef

genlerinin transkripsiyonunu indiikler (74).

2.2.9. Wnt sinyal iletim yolagi antagonistleri

Canonical Wnt sinyal iletim yolag: iki bilesene sahip (Frizzled ve LRP5/LRP6) Wnt
reseptor kompleksi ile aktive olur (Sekil 2.5-a). Non Canonical Wnt sinyal iletim
yolaginin aktivasyonu ise Frizzled ailesi Wnt reseptorii aracihigi ile aktive edilir (Sekil
2.5-a). Wnt sinyal iletim yolaginin ekstraseliller antagonistleri iki ana sinifa
ayrilmaktadir. Her iki molekiil smifi ligand-reseptor etkilesimlerini engellemektedir.
Ancak, bu engelleme farkli mekanizmalarla gerceklesmektedir. Birinci grup iiyeleri
SFRP (Secreted Frizzled-related protein) ailesi, WIF-1 (Wnt inhibitory factor-1) ve
Cerberus’dur. Bu grup iiyeleri direkt olarak Wnt proteinlerine baglanir ve Wnt reseptor
kompleksine baglanma kabiliyetlerini degistirirler. ikinci grupta ise, DKK ( Dickkopf)
ailesi tiyeleri yer alir ki bunlar da LRP5 ve LRP6’ya baglanarak Wnt sinyal iletimini
inhibe ederler. Dolayist ile, DKK ailesi proteinleri sadece Canonical yolag: inhibe
ederken (Sekil2.5-c), sFRP ailesi proteinleri hem Canonical hem de Non Canonical
yolagi inhibe ederler (Sekil2.5-b) (75).
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Sekil 2.5. Wnt Sinyal iletim yolaginin antagonistler tarafindan diizenlenmesi

2.2.9.1. sFRP (Secreted Frizzled-Related Protein) Ailesi

sFRP’ler direkt olarak Wnt’lere baglanan antagonistlerdir (76). Su an i¢in bilinen sekiz
aile liyesinden besi icin siiflandirma yapilmistir (sFRP1-sFRP5). sFRP3 ayrica FrzB
(Frizzled motif associated with bone development) olarak da adlandirilmaktadir.
Sekans homolojisi goz Oniine alindiginda sFRP1, sFRP2 ve sFRPS5 bir alt grubu
olustururken, diger alt grubu sFRP3 ve sFRP4 olusturmaktadir. Sizzled, Sizzled2 ve
Crescent tgilincli bir alt grubu olusur; ancak bu proteinler memelilerde
tanimlanmamuslardir. Bununla celigkili olarak, Sizzled’in Wnt sinyal iletim yolagim
inhibe ettigine dair yayinlar vardir (77,78).

SFRP proteinleri N-terminal kisimlarinda CRD (cysteine-rich domain) domainleri
igerirler. Bu domainler Frizzled proteinleri ile %30-50 oraninda dizi benzerligine
sahiptirler (Sekil 2.7) ve 10 korunmus sistein rezidusu igermektedirler (79). sFRP’ler
Whnt sinyal iletim yolagint Wnt ligandlar ile etkileserek antagoize ederler; ancak bunu
sisteince zengin domainleri lizerinden mi yoksa C-terminal domainleri vasitasiyla mi1
gerceklestirdikleri heniiz net degildir (80,81). Bu c¢eliskili veriler, sFRP’ler ile kendi
Wnt ortaklar1 arasindaki farkli iliskilerinden 6tiirii ya da farkli ligand kullanimindan
dolay1 ortaya ¢ikmaktadir. sFRP1’in sisteince zengin domainlerinin hem kendisiyle hem
de Frizzled proteini ile etkilesime girdigi belirlenmistir (82). Bu nedenle, sFRP’ler Wnt

proteinlerinin Frizzled proteinlerine baglanmalarini engelleyerek ya da kendileri
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Frizzled ile islevsel olmayan kompleksler olusturarak Wnt sinyal iletimini
engelleyebilirler (75). sFRP’lerin C-terminal kisimlarinda NTR (Netrin-benzeri)
domaini igerirler. NTR domainde alt1 sistein rezidusu vardir ve ayrica NTR domaini,
metalloproteazlar ve bazi1 kompleman proteinlerin doku inhibitdrlerinde de bulunmustur

(Sekil 2.6) (83).

sfRP | CRD | [ NTR |

Frizsied [T7CRDTT]  [HNNNNNN""co 7]

Sekil 2.6. sFRP ve Frizzled proteinlerinin CRD akrabaligi (75)

2.2.9.2. DKK (Dickkopf) Ailesi

DKK ailesinin DKK1, DKK2, DKK3 ve DKK4 olmak iizere dort iiyesi bulunmaktadir.
DKKI1, DKK2 ve DKK3 proteinlerinin molekiil agirliklar1 25 ve 29 kDa arasinda
degisirken, DKK3’iin molekiil agirhigr 38 kDa’dur. DKK’lar sisteince-zengin iki
korunmus domain igerirler. Bu domainler farkli uzunluktaki baglayici bolge ile
birbirlerine baglanirlar (84). Her bir sisteince zengin domain on sistein rezidusuna
sahiptir. Amino terminal sisteince zengin domain (Cys-1) her bir DKK iiyesi i¢in tektir.
Buna karsin, karboksi terminal sisteince zengin domain (Cys-2) tiim DKK ailesi
tiyelerinde yiliksek derecede korunmus durumdadir. Tiim Dkk iiyeleri arasinda en farkl
olan DKK3’tiir. DKK3, Cys-2 bolgesinden once uzun bir amino terminal domaini ve

Cys-2’den sonra devam eden uzun bir karboksil domainine sahiptir (Sekil 2.7) (3).

Baglayic1 bolge

DKK3 SP | Cys-1 l | Cys-2 |
o [ [oei | i8R ]]

Sekil 2.7. Dickkopf proteinlerinin domain yapist
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Cys-2 domaininde bulunan her bir sistein rezidusunun pozisyonu kolipaz ailesi
proteinlerinleri ile benzerlik gostermektedir (Sekil 2.8). Colipase lipid hidrolizinde rol
oynayan pankreatik enzimdir. Dolayis1 ile DKK’larin lipidlerle etkilesime girerek
Whnt/B-katenin sinyal iletim yolagini diizenledigi one siiriilmektedir (85). Ayrica, tiim
Dkk tyeleri furin-benzeri proteazlarca taninan proteolitik kesim bolgeleri de

icermektedirler.

Dickkopf [l Cys-1] [ Cys2 |
Colipase _

Sekil 2.8. DKK ve colipase proteinlerinin yapisal benzerligi

DKK aile iiyeleri arasinda en ¢ok c¢alisilmis olant DKK1’dir. DKK1’ler Wnt ile
baslatilan [B-katenin stabilizasyonunu baskilamaktadir. Bunun ic¢in iki model One
siirlilmistiir. Birinci modelde, DKK1’ler LRPS5/LRP6’nin hiicre dis1 domainine
baglanir. Bu yolla, Frizzled/Wnt/LRP5/LRP6 kompleksinin olusumunu engeller.
Sonugta, Wnt aktivitesi kisitlanir (86). Ikinci modelde ise, DKK1 LRP6’nin klatrin
bagimli internalizasyonuna neden olur ve Wnt sinyal iletimi baskilanir. DKKI’in
antagonistik etki mekanizmasi farkli hiicre tiplerinde farklilik gdstermektedir (87).
DKKT’ler Kremenl (Krml) ve Kremen2 (Krm2) reseptorlerine de
baglanabilmektedirler (88,89). Bu reseptorlere yliksek afinite ile baglanirlar ve Wnt/[3-
katenin yolagini baskilarlar (90).

DKK4’de DKKI1 gibi LRP5/LRP6 ve Kremen reseptorlerine baglanarak Wnt/f3-
katenin yolagina karst benzer antagonistik aktivite gostermektedir (89). DKK1 ve
DKK4 ayn1 zamanda Wnt/B-katenin yolaginin hedefleri arasindadirlar. Dolayist ile,
Whnt/B-katenin sinyal iletiminin diizenlenmesi i¢in negatif geri bildirim dongiisii
olustururlar (91).

DKK1 ve DKK4 gibi DKK2 de LRPS5/LRP6 ve Kremen reseptorlerine
baglanmaktadirlar (92).

Diger iiyelerin aksine DKK3’{in reseptorii heniiz belirlenememistir ve yolak

tizerindeki etkisi hala belirsizdir. Bazi ¢alismalarda DKK3’tin Wnt/p-katenin sinyal
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iletiminde gerekli olmadig1 belirtilmistir (3,93). Bu sonuglarla zit olarak, DKK3’iin
Saos-2 osteosarkom hiicrelerinde, akciger kanserinde ve servikal kanserde -katenin’in

sitoplazmik ve niikleer birikimindeki azalmast ile iligkili oldugu gosterilmistir (94-96).

2.3. Polimorfizm ve tanimi

Polimorfizm eski Yunanca’da “cok sekillilik” anlamin1 tasimaktadir. Poli ve morfizmos
kelimelerinden olusmustur. Bir populasyonda, farkli allellere bagh ve genetik olarak
belirlenmis iki veya daha ¢ok alternatif fenotipin goriilmesi genetik polimorfizm olarak
tamimlanmaktadir (97). Polimorfizmler insersiyon, delesyon ya da substitiisyon gibi
yollarla olusabilmektedir. Farkli habitatlarda adaptasyonun saglanmasi acisindan
avantaj saglayan alellere yonelik baski sonucunda polimorfizmin ortaya c¢iktigi
diisiiniilmektedir (98). Bir gen lokusu, nadir alleller en az %1 frekansinda oldugu ve bu
alleller i¢in heterezigotlarin en az %2 oraninda goriilmeleri sonucunda polimorfik
olarak tanimlanir. Populasyon genetigi agisinda belli bir frekansa gereksinim vardir.
Ancak, molekiiler biyoloji ¢aligmalar1 yoniinden frekansin 6nemi yoktur ve bir ailede
dahi goriilen varyant polimorfik adini almaktadir.

Polimorfizm tiim birey diizeyinde (fenotip), proteinlerin ve kan grubu bilesiklerinin
varyant formlarinda (biyokimyasal polimorfizm), kromozomlarin morfolojik
ozelliklerinde (kromozomal polimorfizm), DNA diizeyinde niikleotid farkliliklar1 (DNA
polimorfizmi) seklinde goriilebilmektedir (97).

2.3.1. Tek niikleotid polimorfizmi (SNP: single nucletide polymorphism)

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) insan genomunda en ¢ok goriilen
polimorfizmlerdir ve tek bir niikleotidin degismesi sonucunda olusmaktadirlar. Ilk
olarak 1980’lerde enzim kesim bdlgelerinin varligi veya yoklugunu tanimlamak
amactyla restriksiyon enzimleri kullanilarak tanimlanmistir (98). SNP’ler, genomda
yaklasik her 1000 bazda bir tane olacak siklikla bulunur (99). Tek niikleotid
polimorfizmleri, tek bir niikleotidin insersiyonu ya da delesyonunu da igerir. Bazilar1 ise
restriksiyon bélgelerinde farkliliklara yol agmaktadir. Insan genomunda kodlayan DNA
dizileri yaklasik %1,5 oranindadir ve tek niikleotid polimorfizmlerinin ¢ogu intron ve

genler arasi diziler gibi kodlama yapmayan DNA boélgelerinde olusmaktadir (100).

23



2.3.2. Genetik polimorfizmin saptanmasinda kullanilan yontemler

Genetik polimorfizmlerin  belirlenmesinde; PCR (Polymerase Chain Reaction:
polimeraz zincir reaksiyonu), RFLP (Restriction Fragment Lengh Polymorphism:
restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi), VNRT (variable number of tandem
repeats: degisken ardisik tekrarlar), SSCP (single stranded conformational
polimorphism: tek iplik¢ik yapisal gesitlilik) laboratuar yontemleri kullanilmaktadir.
Polimorfizm ¢alismalarinda elde edilen bulgular, hastaliklara yatkinligin

belirlenmesinde ve tedavinin yonlendirilmesinde 6nem tasimaktadir (98).

2.3.2.1. Nested PCR

Son yirmi yil i¢inde 6zgiil PCR reaksiyonlarinin gerceklestirilebilmesi icin ¢esitli PCR
varyasyonlar1 gelistirilmistir. Bu varyasyonlar arasinda Nested PCR da yer almaktadir.
Bu yontemde fragment amplifikasyonu igin iki set primer dizisi dizayn edilir. Birinci set
primerler kullanilrak standart PCR reaksiyonunda oldugu gibi bir DNA fragmenti
amplifiye edilir. Ikinci set ya da nested primerler olarak adlandirilan primerler birinci
PCR firlinti fragmentlerinin i¢indeki 6zgiil dizilere baglanir. Boylece ilkinden daha kisa
ikinci bir PCR iirlinii elde edilir. Nested PCR 6zgiil olmayan baglanma sonucunda
olusacak istenmeyen {iriinlerin olusumunu azaltmak icin tasarlanmig bir polimeraz
zincir reaksiyonudur. Clinkii olusabilecek 6zgiil olmayan iirlinlerin ikinci bir set
primerle tekrar amplifiye olma olasiliklar1 ¢ok diisliktiir. Ayn1 zamanda bu ydntemle

istenilen {irlin miktar1 da artirilmis olur (101,102).

2.3.2.2. Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon enzimleri (RE), bakterial viriislerin meydana getirdigi enfeksiyonlara karsi
savunma ajanlar1 gibi islev géren prokaryotik proteinlerdir. Bu enzimin kesfine yol acan
ilk gozlemler, baz1 bakteri soylarmin “konak¢i kontroliindeki sinirlama” (host-
controlled restriction) olarak anilan, bakteriofaj enfeksiyonlarma bagigikligin
gosterildigi 1950’lerin baslarinda yapilmistir. Bu enzim bakterilerde dogal olarak
bulunur ve bakteriyi yabanci DNA’lara karsi korumaktadir. Bugiline kadar 1200’{in
tizerinde enzim tamimlanmistir. Restriksiyon endoniikleazlarin i ayr1 smifi
bulunmaktadir. Islev olarak birbirinden ¢ok az farklilik gdstermelerine ragmen, gen

klonlanmasinda, tip II restriksiyon endoniikleazlar digerlerine gore daha g¢ok tercih

24



edilen kesici enzimlerdir. Tip II restriksiyon endoniikleazlar genellikle 4, 5 veya 6 baz
cifti (b¢) uzunlugunda olan spesifik bir niikleotid dizisini tanir ve bu dizilerdeki
metillenmemis ¢ift-zincirli DNA molekiiliinii keser (103).

RFLP, bir restriksiyon endoniikleaz ile DNA’nin kesilmesi iizerine dayandirilmis bir
yontemdir. Genetik hastaliklarin molekiiler genetik tanisinda kullanilan 6nemli bir
yontemdir. Enzimin tanima dizisinde birka¢ niikleotid degisimi varsa, farkli
kaynaklardan alinan DNA, bazi restriksiyon enzimlerle kesildiginde farkli uzunlukta
DNA fragmentleri meydana gelir. Bu nedenle bu metod restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmi olarak adlandirilmaktadir. Tim RFLP deneyleri, bir veya daha fazla
restriksiyon enzim ile DNA’y1 kesmeyi kapsar. Kesilen DNA parcalart direk boyama
veya otoradyografi kullanilarak jel elektroforezi araciligiyla biiyiikliiklerine gbre ayrilir.
Kiiciik fragmentler biiyiik fragmentlere oranla jel elektroforezinde daha hizli hareket
eder. Jel {lizerine yiiklenecek olan, baz c¢ifti uzunluklari bilinen bir standart ile
kalibrasyon egrisi yapilarak bilinmeyen DNA pargasinin molekiiler agirhig
hesaplanabilir. Bireysel DNA’lar arasindaki farkliliklarin (polimorfizm) kaynagi,
bolgeye 0zgii enzimin tanima bolgesi i¢cinde meydana gelen baz substitiisyonlar1 veya
inversiyon, insersiyon ve delesyonlar gibi yeniden dizi diizenlemeleridir. Bdyle
degisiklikler her bir birey icin karakteristik bir 6rnegi meydana getirir ve bu durum
bireyler arasindaki genetik polimorfizmi degerlendirmemizde bize yardimci olur. RFLP
analizi ile bir enzimi kodlayan gen bdlgesindeki allel polimorfizmi tespit edilerek

homozigot ve heterezigot allellerin sikligi hesaplanabilir (104).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan cihazlar

Masa iistii makro santrifiij (Mistral 1000 MSE)

Masa tistii mikro santrifiij (Msc Micro Centaur)

Hassas tart1 (Denver Instrumen Company)

Manyetik karistiric1 (BIBBY Stuart)

Vorteks (Clifton Cyclone)

pH metre (Metle Toledo MP 2200)

Mikrodalga firin (BEKO MD 1500)

Mikropipetler -10 pl, 20 pl, 200 ul ve 1000 pl- (Gilson)
Fanli ekonomik inkiibator (Gallenkamp)
Spektrofotometre (UV1800 Shimatzu)

Hot blok (Techne)

Thermal cycler (Gen Amplifikasyon PCR 9700 applied biosystems)
Elektroforez gii¢ kaynagi (EC 1000-90)

Yatay elektroferez sistemi (Whatman Biometra)

Jel goriintiileme (Vilber lourmat photodocumentation and video graphic printer

UP-895CE)
Laminar flow kabin (Steril-Vbh)

3.2. Kullanilan plastik malzemeler

0,2 ml Mikro santrifiij tiipleri (Bio Basic Canada INC.)

2,0 ml Mikro santrifiij tiipleri (Isolab)

15 ml ve 50 ml Konik uglu falkon Tiipleri (NEST Biotechnology)
0,5-10 pl Mikropipet uglar1 (Neptune)

1-200 pl, 100—1000 pl Mikropipet uglar1 (Thermo)

5 ml, 10 ml, 25 ml Plastik pipetler (LP Italiana SPA)

DNA saklama kutusu (Heathrow)
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3.3. Kullanilan kimyasal maddeler
e Tris baz1 (Vivantis)

Borik asit (BioShop)

o Asetik asit (E-Merck)

e Sodyum Kloriir (Merck)

e Sodyum Dodesil Siilfat (Sigma)

e Proteinaz K (Fermentas)

e EDTA (Multicell)

o  9%96’lik Absolii Alkol (Riedel- de Haen)

e Primer sentezleri (Ella Biotech GmbH)

e dNTP karisimi (Fermentas)

e MgClI; (Fermentas)

e PCR tamponu (Fermentas)

e Tag DNA Polimeraz (Fermentas)

e Ddel (HpyF3I)Restriksiyon Endoniikleaz (Fermentas)
e Tellow Tango tamponu (Fermentas)

e Satl (Fnu4HI) Restriksiyon Endoniikleaz (Fermentas)
e G (Green) tamponu (Fermentas)

e Xagl (EcoNI) Restriksiyon Endoniikleaz (Fermentas)
e R (Red) tamponu (Fermentas)

e Earl (Eam1104]) Restriksiyon Endoniikleaz (Fermentas)
e Agaroz (Prona)

e Formamid (Sigma)

e Xylene Cyanol (Sigma)

e Bromophenol Blue (Bio Basic Inc.)

e 100 bp DNA Ladder (Biomatik)

e 50 bp DNA Ladder (Biomatik)

e Etidyum bromiir (Biomatik)
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3.4. Kullanilan soliisyonlar ve tamponlar
3.4.1. TE tamponu (Tris-HCI, EDTA)
10 mM Tris-HCI 0.394 g, 1 mM Na,EDTA 0.093 g 250 ml ultra saf suda ¢ozdiiriilerek

otoklavda steril edildi.

3.4.2. 10 M Amonyum asetat soliisyonu
770 g amonyum asetat 800 ml. ultra saf suda ¢ozdiiriildii ve daha sonra ultra saf su

eklenerek 1000 ml.’ye tamamlandi. Filtreden gecirilerek kullanildu.

3.4.3. %10 SDS soliisyonu
10 g SDS 80 ml ultra saf suda ¢ozdiiriildii. SDS tamamen ¢6ziildiikten sonra ultra saf su

eklenerek 100 ml.’ye tamamland.

3.4.4. Nuclei lysis tamponu
10 mM Tris-HCI 1.576 g, 400 mM NaCl 23.4 g, 2mM Na,EDTA 0.7 g tartilarak 700 ml
ultra saf suda ¢ozdiiriildii ve pH 8.2’ye ayarlandi. Ultra saf su eklenerek 1000 ml’ye

tamamlandi ve otoklavda steril edildi. Kullanilmak tizere +4 °C’de saklanda.

3.4.5. TAE tamponu: (50X TAE stok tamponu icin)
Tris 242 g, EDTA 100 ml 0.5 M pH: 8.0, Glasial Asetik Asit 57.2 ml, 1000 ml bidistile

su ile tamamlanarak ¢6zdiirtildii. Kullanilmak tizere oda sicakliginda birakildi.

3.4.6. Yiikleme tamponu (Loading dye)

Formamid (%95) 9.5 ml, Xylen Cyanol (%0.5) 0.05 g, Bromfenol Blue (%0.5) 0.05 g
15 ml’lik konik falkon santriflij tiipii icerisine konularak vortekste karistirildi.

Kullanilmak tizere +4 °C’de saklandi.

3.4.7. ANTP calisma soliisyonu: (2.5 mM stok ¢ozeltisi icin)
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100 mM Adenin, Timin, Guanin, Sitozin niikleotidlerinin her birinden 2.5 ul alinarak
90 pl ultra saf su ile karigtirllarak 2.5 mM’lik 100 pl dNTP calisma soliisyonu

hazirlandi.

3.4.8. Primer stoklarinin hazirlanmasi
e lleri (Forward) primerleri: 100 pmol/ul’lik ana stoktan calisma soliisyonu,
konsantrasyonu 100ul 10 pmol olacak sekilde 90 pl distile suya 10 pl forward
primeri eklenerek hazirlandu.
e Geri (Reverse) primerleri: 100 pmol/’ul’lik stoktan c¢aligma soliisyonu
konsantrasyonu 100 pl 10 pmol olacak sekilde 90 pl distile suya 10 pl reverse

primeri eklenerek hazirlandi.

3.5. Calisma grubu
3.5.1. Hasta grubu
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi, Saglik Hizmetleri Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali’'na 2011-2013 tarihlerinde meme
kanseri on tamis1 (invaziv duktal kanser) ile yatirilarak takip ve tedavi edilmis
hastalardan meme kanseri kesin tanist konmus toplam 100 erigkin birey calismaya
alinmustir.

Kan Ornekleri alinmadan Once ¢alisma grubunda belirtilen kriterlere sahip
bireylerden, etik kurul karari (karar no:2011/027) ile izin alinarak hazirlanan

bilgilendirilmis olur formu imzalatilmistir (Ek-1, Ek-2 ve EK-3).

3.5.2. Kontrol grubu
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Hizmetleri Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Kan Bankasia 2012-2013 yilinda bagvuran,

e Ayni yorede bulunan,

e Yasam oOzellikleri benzer,

e Yas ve cinsiyetleri hasta grubu ile uyumlu,

e Bilinen hepatik, renal ve pankreatik yetmezlik, gastrointestinal, akut

kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler hastalik ve hipertiroidizm Oykiisii mevcut
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olmayan, toplam 100 saglikli goniillii erigkin kadinlar arasindan kontrol
grubu olusturulmustur.
Kan ornekleri alinmadan once kontrol grubunda belirtilen kriterlere sahip
bireylerden, etik kurul karari ile izin alinarak hazirlanan bilgilendirilmis olur formu
imzalatilmistir (EK-1, Ek-2 ve EK-4).

3.6. Orneklerin alinmasi

Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Hizmetleri Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Radyasyon Onkolojisi klinigine bagvuran, invaziv duktal meme kanseri tanisi
ile galismaya alinan hastalardan yatis1 takiben; ayrica hastanemiz Kan Bankasi’na gelen
kan dondrlerinden (kontrol grubu) gerekli form ve izin belgeleri doldurtulup
imzalatildiktan sonra DNA ekstraksiyon islemi yapilmak iizere, 4 ml periferik vendz

kan alinarak -20°C’de derin dondurucuda ¢alisma yapilincaya kadar saklanmistir.

3.7. Kan orneklerinden DNA eldesi
Hasta ve kontrol grubuna ait 100’er bireyden alinan kan orneklerinden ‘Yiiksek Tuz

Konsantrasyonuyla DNA Izolasyonu’ yontemi kullanilarak DNA eldesi saglanmustir.

Yiiksek Tuz Konsantrasyonuyla DNA eldesi

e Hasta ve kontrol gruplarindan alinarak EDTA’l1 steril tiiplere konulan 4 ml
vendz kanin iizerine kanin ii¢ kat1 oraninda olacak sekilde (kan ve bidistile
su hacim toplam1 15 ml olacak sekilde) steril edilmis, daha 6nceden +4°C’de
sogutulmus bidistile su eklenir.

e Tiiplerdeki kanin su ile karismasini1 saglamak icin tiip bir kag¢ kez hafif bir
sekilde elde galkalanir.

e 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek kanin sekilli elemanlarinin ¢okmesi
saglanir.

e Santriflij islemi sonrasinda olusan silipernatant atilarak dipte kalan c¢okelti
tizerine yine {li¢ kat1 hacimde olacak sekilde bidistile su konularak ayn1 devir
ve siirede santrifiij edilir.

e Buislem dort kez daha tekrarlanir.

e Son yapilan santrifiijden sonra siipernatant atilir. Altta kalan ¢okelti iizerine

hiicre igeriginin serbest kalabilmesi, hiicre zarmi yikmak ve genomik
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DNA’y1 proteinlerden arindirmak i¢in 100 pl %10’luk SDS, 30 ul proteinaz
K (10mg/ml) ve 1500 ul Nuclei Lysis tamponu eklenir. Bir gece boyunca 37
°C’de etiivde bekletilir.

e Ertesi giin etiivden ¢ikarilan tiiplerin igerisine 1000 ul, 10 M Amonyum
Asetat eklenerek 10 dakika oda 1sisinda bekletilir. Ardindan tiipler 3500
rpm’de 15 dakika santrifiij edilir.

e Siipernatant dipte kalan ¢okelti ile karistirilmadan yeni bir tiipe aktarilir.

e Yeni tlipe aktarilan siipernatantin iizerine iki kat1 oraninda olacak sekilde
tizerine -20 °C’de bekletilmis olan absolu alkol eklenir.

e Tiip hafifce ileri-geri calkalandigr zaman genomik DNA goriiniir hale gelir.
Ince bir pipet ucu yardimryla genomik DNA alinir.

e Daha once etiketlenmis olan ve igerisinde 250 pl TE tamponu bulunan 2
ml’lik steril tiiplere elde edilen genomik DNA konulur. DNA’nin tampon
icerisinde ¢oziinmesi igin bir gece oda sicakliginda bekletilir. Elde edilen

DNA ornekleri, genotipleme islemine kadar -20 °C’de saklanir.

3.8. Genotipleme

DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly, DKK3 intron 4 G/C, DKK4 sinonim ekzon 4
V169V, sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K gen polimorfizmleri analizi igin Nested-
PCR/RFLP yontemi kullanilmistir. PCR amplifikasyonlar i¢in kullanilan PCR tepkime
karigimi ¢izelge 3.1°de, 1. PCR tepkime kosullar1 cizelge 3. 2.’de, 2. PCR tepkime
kosullar1 ¢izelge 3.3.’de verilmektedir.

Ayrica PCR tepkimesi i¢in segilen primer dizileri, primerlerin yapigma sicakliklari
ve elde edilen DNA fragment uzunluklar ¢izelge 3. 4’de, RFLP yonteminde kullanilan
restriksiyon enzimleri, RFLP sonrasi elde edilen fragmentlerin uzunluklar ¢izelge 3.
5’de gosterilmektedir.

Bu polimorfizmler i¢in RFLP yonteminde kullanilacak restriksiyon enzimlerinin

enzime 6zgl tamponlarin isimleri ve RE tanima bolgeleri;

DK K3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly Polimorfizmi:
Ddel (HpyF3l) - 5..C[TNAG...3
3..GANT?IC..5
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DKK3 intron 4 G/C Polimorfizmi:
Satl (Fnu4HI) — 5'...G C{N G C...3'
3..CGN1CG..5

DKK4 sinonim ekzon 4 V169V Polimorfizmi:
Xagl (EcoNl) - 5...CCTNN|NNNAGG...3
3.GGANNNINNTCC..5

sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K Polimorfizmi:
Earl (Eam11041) - 5..CTCTT C(N)1}...3
3..GAGAAG(N)41t..5

3.8.1. Restriksiyon enzimleri ile yapilan tepkime karisimlarimin hazirlanmasi

Her dort polimorfizm i¢in elde edilen PCR 6rneklerinden 8 ul ependorf tiiplere alinarak
tizerine 1 pl RE, 1 pul X10 RE tamponu (Ddel (HpyF3l) ve Earl (Eam1104l) RE i¢in
Yellow Tango Buffer, Satl (Fnu4HI) RE i¢in Green Buffer, Xagl (EcoNI) RE i¢in Red
Buffer kullanildi) eklenerek toplam 10 pl tepkime karisimi 37°C’de 16-20 saat
bekletilerek RFLP yontemi uygulandi.
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Cizelge 3.1 Gen polimorfizmleri i¢in 1.PCR ve 2. PCR tepkime karisimi

Soliisyonlar Konsantrasyon Miktar Konsantrasyon Miktar
(1. PCR) (1. PCR) (2. PCR) (2. PCR)
PCR tamponu 1X 2.5 ul 1X 2.5 ul
dNTP karisimi 2 mM 2.5l 2 mM 2.5l
MgCl, 25 mM 1.5 ul 25 mM 1.5 ul
Forward primeri (1) 10 pmol 1 ul 10 pmol 1 ul
Reverse primeri (1) 10 pmol 1 ul 10 pmol 1 ul
Taq DNA polimeraz 5U0/ul 0.5 ul 5U0/ul 0.5 ul
dH.0 - 14 ul - 15 ul
DNA 100 ng/pl 2ul - -
1° PCR iiriinii - - - 1 pl
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Cizelge 3.2 Gen polimorfizmleri i¢in 1. PCR tepkime kosullar1

Gen Polimorfizm Baslangi¢ Zincirlerin Primerlerin Zincir Son Tepkime
zincir ayrilma ayrilmasi Yapisma Sentez zincir sentez | Dongiisii
asamasi asamasi asamasi asamasi asamasi

nonsinonim

DKK3 ekzon 7 94 °C—bdk 94 °C—30sn 52°C—1dk 72 °C—1 dk 72 °C—bdk 40
Arg335Gly
intron 4

DKK3 G/C 94 °C—bdk 94 °C—30sn 52°C—1dk 72 °C—1 dk 72 °C—bdk 40
sinonim

DKK4 ekzon 4 95 °C—bdk 94 °C—30sn 52°C—1dk 72 °C—1 dk 72 °C—bdk 40
V169V
nonsinonim

SFRP4 ekzon 6 95 °C—5dk 94 °C—30sn 52°C—1dk 72 °C—1 dk 72 °C—5dk 40
R340K
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Cizelge 3.3 Gen polimorfizmleri i¢in 2. PCR tepkime kosullari

Gen Polimorfizm Baslangi¢ Zincirlerin Primerlerin Zincir Son Tepkime
zincir ayrilma ayrilmasi Yapisma Sentez zincir sentez | Dongiisii
asamasi asamasi asamasi asamasi asamasi

nonsinonim

DKK3 ekzon 7 94 °C—bdk 94 °C—30sn 58°C—1dk 72 °C—1 dk 72 °C—7dk 40
Arg335Gly
intron 4

DKK3 G/C 94 °C—bdk 94 °C—30sn 58°C—1dk 72 °C—1dk 72 °C—T7dk 40
sinonim

DKK4 ekzon 4 95 °C—bdk 94 °C—30sn 58°C—1dk 72 °C—1dk 72 °C—T7dk 40
V169V
nonsinonim

sFRP4 ekzon 6 95 °C—bdk 94 °C—30sn 58°C—1dk 72 °C—1 dk 72 °C—T7dk 40
R340K
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Cizelge 3.4 PCR tepkimesinde kullanilan primer dizileri, primerlerin yapisma sicakliklar1 ve DNA par¢a uzunluklari

Primer Dizileri (5°—3°) DNA parea Primer

Gen | Polimorfizm , ] uzunlugu yapisma
Ileri (Forward) Geri (Reverse) (be) sicakhigi

¢ F(°C)R

OKK3 gl‘j;'j'n”?c’”'m . GAGGTCCCCGATGAGTATGA . TAGGAAGAAGCCTGGTCAGC 242 594 | 59,4
Argagscly | 2 GGTCCCCGATGAGTATGAAG . AGCACACACCTGGGGAAATA 210 50,4 | 57,3
OKK3 intron 4 . TTCCTTAGGTCCCTAGGTCCA . AGGGCAAAGGAGACTCTTCA 377 50,8 | 57,3
G/IC . ACAGGGCATGGCAGTTAGAG . CTCTTCACCCAACAGGCATT 245 50,4 | 57.3
OKK4 Z'k“ZOO”n';“ . GCCATGGCATTACTGCTTTT . ATTGCTGGTCAATTGGCTTC 384 553 | 553
V160V . CTGCGTGCTGTGTCTGTTTT . AACGCTGGAAGATTTCTGGA 292 57.3 | 553
SFRP4 gl‘zgg'n%o”'m . AAGAGAGGCTGCAGGAACAG | 1. TCTGTACCAAAGGGCAAACC 397 59,4 | 57,3
340K . AGAGCGGAGAACAGTTCAGG . TGGCCTTACATAGGCTGTCC 246 59,4 59,4

*Forward (F) ve Reverse (R) primerleri i¢in yapisma sicakliklari gdsterilmistir.

36




Cizelge 3.5 RFLP yonteminde kullanilan restriksiyon endoniikleazlar ve RFLP sonrast DNA par¢a uzunluklar

I Homozigot DNA parca Homozigot DNA parca
Gen Polimorfizm Restriksiyon
Endoniikleaz | Dogal Tip Allel | uzunlugu (b¢) | Polimorfik Allel | uzunlugu (bg)
nonsinonim ekzon 7 G alleli 210 A alleli 115+95
DKK3 | A10335Gly Ddel (HpyF3l) alleli
DKK3 g}g)n 4 Satl (Fnu4HI) G alleli 245 C alleli 171+74
sinonim Xagl (EcoNI C alleli 224+68 i 292
DKK4 | o on 4160y gl ( ) T alleli
SFRP4 ;%f;%f&omm ekzon 6 | Earl(Eam1104l) G alleli 134+112 A alleli 246
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3.9. Jel elektroforezi
PCR fiirtinleri i¢in %1°lik, RFLP {irtinleri i¢in %2’lik agaroz jel kullanildi.

3.9.1. Agaroz jelin hazirlanmasi:

100 mI’lik jel tankinda %1 (RFLP i¢in %2) yogunlukta agaroz jeli hazirlamak i¢in 1 g
(RFLP igin; 2 g) agaroz tartilarak 250 ml’lik erlenmayer igine konuldu. Uzerine 50X
yogunlukta olan TAE tamponundan (Tris-HCL, Borik asit, EDTA) 1X (2 ml 50X
konsantrasyonda TAE tamponuna 98 ml bidistile su eklenerek hazirlanir) yogunlukta
hazirlanan 100 ml TAE tamponu konuldu ve mikrodalga firmminda isitilarak
berraklagsmasi1 saglandi. Berraklagan jelin el yakmayacak sicakliga diisiiriilmesi igin
akan musluk altinda sogutuldu. Jel icerisine 10 pl etidium bromiir (EtBr) eklenerek
boyandi ve 100 ml’lik agaroz jel tankina dokiildii. Kuyucuk olusturmak i¢in taraklar

yerlestirildi ve jelin donmasi beklendi.

3.9.2. Agaroz jelde PCR ve RFLP iiriinlerinin kosturulmasi

3 pl PCR iirlintine 1 pl yiikleme tamponu eklendi. Toplam 4 pl karisim kuyucuklara
yiiklendi. DNA fragmentlerinin baz ¢ifti uzunluklarini karsilastirmak i¢in 50 baz cifti
(bg) ve 100 be¢’lik DNA belirtegleri kullanildi. 2 pl alinan belirteg 1 pl distile su ve 1 pl
yiikleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklendi. Yiiklenen PCR iiriinleri 100 voltta 30
dakika kosturuldu ve UV altinda goriintiilendi.

Toplam 10 pl olan kesim iiriinlerine 3 pl yiikleme tamponu eklendi ve toplam 13 pl
karisim kuyucuklara yiiklendi. Fragmentlerinin baz cifti uzunluklarimi karsilagtirmak
icin 50 baz c¢ifti (b¢) ve 100 bg’lik DNA belirtegleri kullanildi ve kesim {irtinleri 100
voltta 40 dakika kosturuldu ve UV altinda goriintiilendi.
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ
Calismamizda elde edilen veriler SPSS 14.0 programina yiiklenerek verilerin
degerlendirilmesi yapildi. Bu program kullanilarak, iki ortalama arasindaki farkin
onemlilik testi, ¥ testi, Fisher Kesin y° testi uygulandi. Odds orani ve %95 giiven

araliklar1 hesaplandi. Yanilma diizeyi 0,05 olarak alindi.
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5. BULGULAR
Calismamizda meme kanseri ve Wnt antagonisti gen polimorfizmleri arasindaki
iliskinin arastirilmasi i¢in meme kanseri tanisi konmus 100 kadin birey hasta grubu

olarak ve 100 saglikli kadin birey ise kontrol grubu olarak incelemeye alindi.

5. 1. Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin demografik o6zelliklerinin

degerlendirilmesi

Hasta ve kontrol grubuna ait demografik 6zellikler ¢izelge 5.1°de verilmektedir.
Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin yas ortalamalari iki ortalama arasindaki
farkin 6nemlilik testi ile degerlendirildi. Hasta grubunda bulunan bireylerin yas
ortalamast 47.60 + 8.92, kontrol grubunun yas ortalamasi ise 46.05 £ 9.84 olarak
hesaplandi. Yas yoniinden gruplar arasindaki farkin 6nemsiz oldugu bulundu (p=0.245,
p>0.05). Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin sigara ve alkol kullanimi, ailesel
Oykiileri, viicut kitle indeksleri (VKI), ilk menars yaslari ile menapoza girme durumlari
arasinda fark olup olmadigi Fisher Kesin xz testine gore degerlendirildi. Hasta ve
kontrol grubunda sigara igen bireylerin yiizdelerinin siras1 ile %11 ve %8, sigara
icmeyenlerin ylizdelerinin ise sirasi ile %89 ve %92 oldugu belirlendi. Her iki grup
arasinda sigara kullanimi agisindan anlamli bir fark bulunmadi (p=0.463, p>0.05). Hasta
grubunda alkol kullanan birey bulunmazken, kontrol grubunda alkol kullanan bireylerin
oraninin %2, alkol kullanmayan bireylerin oraninin ise %98 oldugu belirlendi. Her iki
grup arasinda alkol kullanimi agisindan anlamli bir fark bulunmadi (p=0.497, p>0.05).
Hasta gurubunda bulunan bireylerde ailesinde kanser Gykiisii olanlarin yiizdesinin %23
oldugu belirlenirken, ailesinde kanser Oykiisii olmayanlarin yiizdelerinin ise hasta
grubunda %77 ve kontrol grubunda %100 oldugu belirlendi. Gruplar arasinda ailesinde
meme kanseri oykiisii bulunmasi agisindan anlamli bir fark bulundu (p=0.001, p<0.05).
Gruplar arasinda VKI degerlendiridigi zaman degerin <25 kg/m? oldugu hasta birey
yiizdesinin %9, kontrol grubu bireylerinin ylizdesinin ise %35 oldugu saptandi. VKI
degerinin >25 kg/m? oldugu hasta grubu bireylerinin yiizdesinin %91, kontrol grubu
bireylerinin yiizdesinin ise %65 oldugu belirlendi. Gruplar arasinda VKI yoniinden
anlamli bir fark oldugu bulundu (p=0.001, p<0.05). Hasta ve kontrol grubunda yer alan
bireylerin ilk menars yasinin 13’den kiiciik olan bireylerin yiizdelerinin sirasi ile %23

ve %26 oldugu, 13 yas ve lizeri olan bireylerin yiizdelerinin ise sirasi ile %77 ve %74
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oldugu belirlendi. ik menars yas1 yoniinden gruplar arasinda anlaml bir fark olmadig
bulundu (p=0.622, p>0.05). Menapoza girmeyen hastalarin yiizdesinin %31, kontrol
grubu bireylerinin yilizdesinin %77 oldugu, menapoza girenlerin ise sirast ile %69 ve
%23 oldugu belirlendi. Menapoz durumu yoniinden gruplar arasinda anlamli bir fark

oldugu bulundu (p=0.001, p<0.05).

Cizelge 5.1 Hasta ve kontrol grubuna ait demografik 6zelliklerin karsilastirilmasi.

Degiskenler Hasta (n:100) Kontrol (n:100) p degeri
Yas Ortalamasi 47.60 + 8.92 46.05 £9.84 245
Sigara Kullanimi
Iciyor 11 8
Igmiyor 89 92 463
Alkol Kullanim
Iiyor 0 2
Igmiyor 100 98 A7
Ailede Meme Kanseri Oykiisii
Var 23 0 *
Yok 77 100 001
VKI
2
9 35 .
<25kg/m2 001
>)5kg/m 91 65
Ik Menars
<13 yas 23 26
>13 yas 77 74 622
Menapoz
premenapoz 31 77 001"
postmenapoz 69 23 '
"p<0.05

41



5.2. Meme kanseri hastalarinda klinikopatolojik verilerin dagilim

Hasta grubundaki bireylerin klinikopatolojik verilerinin dagilimi ¢izelge 5.2,
5.3, 5.4 ve 5.5°de verilmektedir.

Hasta grubu primer tiimor dereceleri incelendiginde yiizde dagilimlarin su
sekilde oldugu belirlendi; pT1 (en biiyiik ¢ap1 < 2.0 cm. tiimdr) %28, pT2 (timdr ¢ap1 >
2.0 cm., ancak < 5.0 cm.) %54, pT3 (timor ¢ap1 > 5.0 cm.) %14 ve pT4 (dokulara direkt
yayilimi olan her hangi biiyiiklilkte timor) %1. Degerlendirilemeyen primer tiimor

(pTx) yiizdesi ise %3 olarak belirlendi (gizelge 5.2).

Cizelge 5.2 Meme kanseri hastalarinda tiimor derecelerinin dagilimi

Patolojik tiimor n(%o)
sinifladirmasi (pT)

pTy 28 (%28)
pT, 54 (%54)
pTs 14 (%14)
pT4 1(%1)
pTx 3 (%3)

Hasta grubu boélgesel lenf nodiilleri genel bilgiler kisminda verilmis olan TNM
evreleme sistemi baz alinarak incelendiginde yiizde dagilimlarinin su sekilde oldugu
belirlendi; NO %28, N1 %35, N2 %13 ve N3 %21. Degerlendirilemeyen nodal tutulum
(Ny) yiizdesi ise %3 olarak belirlendi (gizelge 5.3).

Cizelge 5.3 Meme kanseri hastalarinda bolgesel lenf nodu dagilimi

Bolgesel lenf nodu n(%o)
(N)

No 28 (%28)
Ny 35 (%35)
N2 13 (%13)
N3 21 (%21)
Nx 3 (%3)
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Hasta grubundaki bireylerde uzak metastaz bulunmayan (M) ve bulunan (M;)

bireylerin yiizdeleri sirasi ile %80 ve %20 olarak belirlendi (¢izelge 5.4).

Cizelge 5.4 Meme kanseri hastalarinda uzak metastaz dagilimi

Uzak metastaz (M) n(%o)
Mo 80 (%80)
M; 20 (%20)

Hasta grubu bireylerindeki histolojk grad dagilimi ise ¢izelge 5.5’de

verilmektedir.

Cizelge 5.5 Meme kanseri hastalarinda histolojik grad dagilim1

Histolojik Grad n(%o)

1 28 (%28)
2 51 (%51)
3 21 (%21)

5.3. Polimorfizimlerin PCR-RFLP yontemi ile degerlendirmesi

5.3.1. DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly polimorfizmi

Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin tam kanlarindan elde edilen DNA’lar
kullanilarak yapilan Nested-PCR sonras1 210 bg¢ biiyiikliigiinde bir DNA pargas1 elde
edildi. Elde edilen GG dogal tipine ait PCR iiriiniinde, Ddel (HpyF3l) restriksiyon
endoniikleaz enzimi i¢in tanima bolgesi bulunmamaktadir. Homozigot GG dogal
genotipinde; restriksiyon endoniikleaz ile muamele edildiginde, PCR iiriini
kesilmemektedir. Dolayisiyla, 210 b¢ uzunlugunda DNA parcasi elde edildi. G
niikleotidinin yerini A niikleotidinin almasi sonucunda Ddel (HpyF3l) restriksiyon
endoniikleaz enzimi i¢in bir tanima bolgesi olugmaktadir ve enzim 210 b¢’lik DNA
parcasini bir bolgeden kesmektedir. Sonugta AA polimorfik genotipi i¢in 115+95 beg
uzunluklarinda iki DNA parcast elde edilir. Heterozigot GA genotipinde ise
210+115+95 bg uzunluklarinda DNA pargalar elde edildi (sekil 5.1).
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5. 3. 2. DKK3 intron 4 G/C polimorfizmi

Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin tam kanlarindan elde edilen DNA’lar
kullanilarak yapilan Nested-PCR sonrasi 245 bg biiyiikligiinde bir DNA pargasi elde
edildi. Elde edilen GG dogal tipine ait PCR firliniinde, Satl (Fnu4HI) restriksiyon
endoniikleaz enzimi i¢in tanima bolgesi bulunmamaktadir. Homozigot GG dogal
genotipinde; restriksiyon endoniikleaz ile muamele edildiginde, PCR {irlinii
kesilmemektedir. Dolayisiyla, 245 bg¢ uzunlugunda DNA parcasi elde edildi. G
niikleotidinin yerini C niikleotidinin almasi sonucunda Satl (Fnu4HI) restriksiyon
endoniikleaz enzimi i¢in bir tanima bdlgesi olugmaktadir ve enzim 245 bg¢’lik DNA
parcasini bir bolgeden kesmektedir. Sonugta CC polimorfik genotipi i¢in 171+74 bg
uzunluklarinda iki DNA parcas1 elde edilir. Heterozigot GC genotipinde ise
245+171+74 bg uzunluklarinda DNA parcalar elde edildi (sekil 5.1).

5. 3. 3. DKK4 sinonim ekzon 4 V169V polimorfizmi

Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin tam kanlarindan elde edilen DNA’lar
kullanilarak yapilan Nested-PCR sonrast 292 bg¢ biiytikliigiinde bir DNA parcas1 elde
edildi. Elde edilen CC dogal tipine ait PCR {irliniinde, Xagl (EcoNI) restriksiyon
endoniikleaz enzimi i¢in bir tane tanima bolgesi bulunmaktadir. Homozigot CC dogal
genotipi restriksiyon endoniikleaz ile muamele edildiginde, PCR {iriinii bir bdlgeden
kesilmektedir. Sonugta, 224+68 bc¢ uzunlugunda DNA parcalar1 elde edildi. C
niikleotidinin yerini T niikleotidinin almasi sonucunda Xagl (EcoNI) restriksiyon
endoniikleaz enzimi i¢in tanima bolgesi kaybolmaktadir ve enzim TT polimorfik tipine
ait PCR iriiniinii kesemediginden 292 bg¢’lik DNA pargasi elde edildi. Heterozigot CT
genotipinde ise 292+224+68 b¢ uzunluklarinda DNA parcalar elde edildi (sekil 5.1).

5. 3. 4. sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizmi

Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin tam kanlarindan elde edilen DNA’lar
kullanilarak yapilan Nested-PCR sonrast 246 bg¢ biiylikliigiinde bir DNA parcas1 elde
edildi. Elde edilen GG dogal tipine ait PCR {irliniinde, Earl(Eam1104l) restriksiyon
endoniikleaz enzimi i¢in bir tane tanima bdlgesi bulunmaktadir. Homozigot GG dogal
genotipi restriksiyon endoniikleaz ile muamele edildiginde, PCR iiriinii bir bolgeden

kesilmektedir. Sonucta, 134+112 b¢ uzunlugunda DNA parcalar1 elde edildi. G
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niikleotidinin yerini A niikleotidinin almasi sonucunda Earl(Eam11041) restriksiyon
endoniikleaz enzimi i¢in tanima bolgesi kaybolmaktadir ve enzim AA polimorfik tipine
ait PCR {iriinilinii kesemediginden 246 b¢’lik DNA parcasi elde edildi. Heterozigot GA
genotipinde ise 246+134+112 bg¢ uzunluklarinda DNA pargalar1 elde edildi (sekil 5.1).

Sekil 5.1. DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly, DKK3 intron 4 G/C, DKK4 sinonim
ekzon 4 V169V, sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizimlerinin RFLP

sonuclarinin agaroz jelde goriintiilenmesi;
Sol ve sag basta bulunan belirtegler: 100 b¢ DNA belirteci
1-3: DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly {1:GG (210 bg), 2:GA (210+115+95
be), 3: AA (115495 bg) }
4-5: DKK3 intron 4 G/C {4:GG (245 bg), 5:GC (210+171+74 bg) }
6: 50 b¢ DNA belirteci
7-9: DKK4 sinonim ekzon 4 V169V {7: CC (224+68 bg), 8: CT (292+224+68 bg),
9: TT (292 bg) }
10-12: sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K {10: GG (134+112 bg), 11: GA
(246+134+112 bg), 12: AA (246 bg) }

5.4. Genotip dagilimlarinin istatistiksel degerlendirmesi
5.4.1. DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly polimorfizmi i¢in;
DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly polimorfizmi agisindan degerlendirilen hasta

grubunda GG, GA ve AA genotiplerinin sikliklari ? testi ile hesaplandi ve sirasiyla;
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%76, %23 ve %1 olarak tespit edildi. Kontrol grubunda bu genotiplerin sikliklar ise
sirastyla; %79, %20 ve %1 dir.

Hasta ve kontrol grubuna ait genotip, allel sikliklar1 ve OR degerleri cizelge
5.6.’da verilmistir. Hasta ve kontrol gruplarindaki allel frekanslar1 sirasi ile G alleli i¢in
0.875 ve 0.89, A alleli i¢in ise 0.125 ve 0.11 olarak belirlendi. Allel dagilimi1 g6z oniine
alindiginda gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (X2=O,21, p=0.641). DKK3
nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly polimorfizmi i¢in GG genotipi dogal tip oldugundan
referans olarak degerlendirildi. GG, GA, AA ve GA+AA genotip dagilimlar
karsilastirilarak meme kanserinin ortaya ¢ikmasinda bir risk faktorii olup olmadiklari
degerlendirildi. Genotiplerin dagilimi agisindan da gruplar karsilagtirildiginda anlamli

bir fark bulunmadigi belirlendi (p>0.05).

Cizelge 5.6. DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly polimorfizmi igin hasta ve kontrol
grubuna ait genotip, allel sikliklar1 ve OR degerleri

Polimorfizm Genotip ve Hasta Kontrol P 0 OR
Alleler n (%) n (%) (%695 CI)
GG 76 (%76) 79 (%79) Referans
DKK3 GA 23 (%23) 20 (%20) 605 1.19 (0,60-2,35)
nonsinonim AA 1 (%1) 1 (%l) .740 1.03 (0,06'16,9)
ekzon 7 GA+AA 24 (%24) 21 (%21) 611 1.18(0,61-2,31)
(Arg33sGly) G 175(%87.5) 178 (%89) Referans
A 25 (%12.5) 22 (%11) 641  1.15(0,62-2,12)

5.4.2. DKK3 intron 4 G/C polimorfizmi i¢in;

DKK3 intron 4 G/C polimorfizmi agisindan degerlendirilen hasta grubunda GG, GC ve
CC genotiplerinin sikliklar XZ testi ile hesapland1 ve sirastyla; %83, %17 ve %0 olarak
tespit edildi. Kontrol grubunda bu genotiplerin sikliklar1 ise sirasiyla; %84, %16 ve
%0’dur.

Hasta ve kontrol grubuna ait genotip, allel sikliklar1 ve OR degerleri ¢izelge
5.7.’de verilmistir. Hasta ve kontrol gruplarindaki allel frekanslari siras1 ile G alleli igin
0.915 ve 0.92, C alleli i¢in ise 0.085 ve 0.08 olarak belirlendi. Allel dagilimi1 g6z oniine
alindiginda gruplar arasinda anlaml bir fark bulunmadi (x*=0,33, p=0.856). DKK3
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intron 4 G/C polimorfizmi igin GG genotipi dogal tip oldugundan referans olarak
degerlendirildi. GG, GC, CC ve GC+CC genotip dagilimlar1 karsilastirilarak meme
kanserinin ortaya c¢ikmasinda bir risk faktorii olup olmadiklari degerlendirildi.
Genotiplerin dagilimi agisindan da gruplar karsilastirildiginda anlamli bir fark

bulunmadigi belirlendi (p>0.05).

Cizelge 5.7. DKK3 intron 4 G/C polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol grubuna ait genotip,
allel sikliklar1 ve OR degerleri

Polimorfizm Genotip ve Hasta Kontrol P 0 OR
Alleler n (%) n (%) (%695 CI)
GG 83 (%83) 84 (%84) Referans
GC 17 (%17) 16 (%16) 849 1.07 (0,50-2,27)
DKK3 intron 4 cC 0 (%0) 0 (%0)
G/IC GC+CC 17 (%17) 16 (%16) 849  1.07 (0,50-2,27)
G 183(%91.5) 184 (%92) Referans
C 17 (%8.5) 16 (%8) 856  1.06 (0,52-2,17)

5.4.3. DKK4 sinonim ekzon 4 V169V polimorfizmi i¢in

DKK4 sinonim ekzon 4 V169V polimorfizmi agisindan degerlendirilen hasta grubunda
CC, CT ve TT genotiplerinin sikliklar XZ testi ile hesaplandi ve sirasiyla; %75, %25 ve
%0 olarak tespit edildi. Kontrol grubunda bu genotiplerin sikliklar1 ise sirasiyla; %40,
%37 ve %23 diir.

Hasta ve kontrol grubuna ait genotip, allel sikliklar1 ve OR degerleri ¢izelge
5.8.’de verilmistir. Hasta ve kontrol gruplarindaki allel frekanslar1 sirasi ile C alleli i¢in
0.881 ve 0.585, T alleli icin ise 0.119 ve 0.415 olarak belirlendi. Allel dagilimi goz
oniine alindiginda gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu bulundu (?=42,66,
p=0.001). DKK4 sinonim ekzon 4 V169V polimorfizmi i¢in CC genotipi dogal tip
oldugundan referans olarak degerlendirildi. CC, CT, TT ve CT+TT dagilimlar
karsilastirilarak meme kanserinin ortaya ¢ikmasinda bir risk faktorii olup olmadiklar
degerlendirildi. Genotiplerin dagilimi agisindan gruplar karsilastirildiginda anlamli bir
fark bulundugu belirlendi (p<0.05). Istatistiksel degerlendirme sonucunda OR degerleri
incelendiginde bu degerlerin ‘1’in altinda olduklar1 ve buna gore TT genotipinin ve T

allelinin meme kanserine kars1 koruyucu olduklari belirlendi.
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Cizelge 5.8. DKK4 sinonim ekzon 4 V169V polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol grubuna
ait genotip, allel sikliklar1 ve OR degerleri

Polimorfizm Genotip ve Hasta Kontrol P 0 OR
Alleler n (%) n (%) (%695 CI)
CcC 75 (%75) 40 (%40) Referans
CT 25 (%25) 37 (%37) 001" 0.36 (0,19-0,68)
DKK4 sinonim T 0 (%0) 23 (%23)
ekzon 4 V169V CT+TT 25 (%25) 60 (%60)  .001° 0.22 (0,12-0,40)
C 175(%88.1) 117(%58.5) Referans
T 25 (%11.9) 83 (%41.5) .001° 0.20 (0,12-0,33)
"p<0.05

5.4.4. sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizmi i¢in

sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizmi agisindan degerlendirilen hasta
grubunda GG, GA ve AA genotiplerinin sikliklari ¥ testi ile hesaplandi ve sirasiyla;
%47, %40 ve %13 olarak tespit edildi. Kontrol grubunda bu genotiplerin sikliklari ise
strastyla; %44, %48 ve %8 dir.

Hasta ve kontrol grubuna ait genotip, allel sikliklar1 ve OR degerleri ¢izelge
5.9.’da verilmistir. Hasta ve kontrol gruplarindaki allel frekanslar1 sirasi ile G alleli i¢in
0.67 ve 0.68, A alleli i¢in ise 0.33 ve 0.32 olarak belirlendi. Allel dagilimi1 g6z Oniine
alindiginda gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (X2=0,046, p=0.831). sFRP4
nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizmi igin GG genotipi dogal tip oldugundan
referans olarak degerlendirildi. GG, GA, AA ve GA+AA genotip dagilimlarn
karsilagtirilarak meme Kanserinin ortaya ¢ikmasinda bir risk faktorii olup olmadiklari
degerlendirildi. Genotiplerin dagilimi agisindan da gruplar karsilastirildiginda anlaml

bir fark bulunmadigi belirlendi (p>0.05).
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Cizelge 5.9. sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizmi igin hasta ve kontrol

grubuna ait genotip, allel sikliklar1 ve OR degerleri

Polimorfizm Genotip ve Hasta Kontrol P 0 OR
Alleler n (%) n (%) (%695 CI)
GG 47 (%47) 44 (%44) Referans
GA 40 (%40) 48 (%48) 407  0.78 (0,43-1,40)
sFRP4 AA 13 (%13) 8 (%8) 396 1.52(0,57-4,02)
nonsinonim
ekzon 6 R340K GA+AA 53 (%53) 56 (%56) 670  0.88 (0,50-1,54)
G 134 (%67) 136 (%68) Referans
A 66 (%33) 64 (%32) 831  1.04 (0,68-1,59)

5.5. Genotip dagilhimlarinin klinikopatolojik parametreler ile karsilastiriimasi

Hasta grubunda yer alan bireylerin genotip dagilimlarmin klinikopatolojik faktorler ile

iliskisi degerlendirildi.

5.5.1. DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly polimorfizminin klinikopatolojik

faktorler iizerine etkisi

DKK3 ekzon 7°de olusan tek niikleotid polimorfizminin histolojik grad tizerine etkisi

testi ile hesapland1 (Cizelge 5.10). Buna gore histolojik gradlart 1 olan bireylerin GG,
GA, AA ve GA+AA genotiplerinin sikliklart sirast ile %82,1, %17,9, %0 ve %17,9

olarak tespit edildi. Histolojik gradlari iki olan bireylerin genotip sikliklar1 sirasiyla
%380,4, %17,6, %2,0 ve %19,6 olarak belirlendi. Histolojik gradlari 3 olanlarinki ise

strastyla %57,1, %42,9, %0 ve %42,9 olarak hesaplandi. [statistiksel analiz sonucunda

genotip farkliliklarin histolojik grad iizerine etkisi olmadig1 saptanda.
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Cizelge 5.10. DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly polimorfizminin histolojik grad

uzerine etkisi

Histolojik  Histolojik  Histolojik

2ve P
Polimorfizm Genotip Grad 1 Grad 2 Grad 3 L
n (%) n (%o) n (%)
GG 23 (%82,1) 41 (%80,4) 12 (%57,1)
DKK3 GA 5(%17,9) 9 (%l7,6) 9 (%429)  6,79; 0,149
nonsinonim
ekzon 7 AA 0 (%0) 1 (%2,0) 0 (%0)

(Arg335ClY)  GA+AA  5®%179) 10 (%19.6) 9 (%429)  0,43;0,074

DKK3 ekzon 7’de olusan tek niikleotid polimorfizminin primer tiimdr evreleri lizerine
etkisi y° testi ile hesaplandi (Cizelge 5.11). Buna gore, 1. evrede olan hastalarda GG,
GA, AA ve GA+AA genotiplerinin sikliklar1 sirast ile %64,3, %32,1, %3,6 ve %35,7
olarak tespit edildi. 2. evre primer tiimorli hastalarda genotip sikliklari sirasiyla %75.9,
%24,1, %0 ve %24,1 olarak belirlendi. 3. evre primer tiimdrlii hastalarda ise bu oranlar
%92.,9, %7,1, %0 ve %7,1°dir. 4. evre primer timorlii bireylerde ve timor derecesi
belirlenememis (pTx) olan bireylerde ise sadece GG genotipi belirlendi. Istatistiksel
analiz sonucunda genotip farkliliklarin tiimér evre gelisimi lizerine etkisi olmadig:

saptandi.

Cizelge 5.11. DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly polimorfizminin primer timor

evresi uzerine etkisi

) ) ~ Evrel Evre2 Evre3 Evred pTx ¥’ ve P
Polimorfizm Genotip (%) n(@®) n(@) n(@) n (%)

GG 18 41 13 1 3
(%64,3) (%75,9) (%92,9) (%100) (%100)
DKK3 GA 9 13 1 0 0 7,39;
nonsinonim (%32,1) (%24,1) (%7,1) (%0) (%0) 0,494
ekzon 7 AA 1 0 0 0 0
(Arg335Gly) (%3,6) (%0) (%0) (%0) (%0)
GA+AA 10 13 1 0 0 5,55;

(%35,7) (%24,1) (%7,1)  (%0)  (%0) 0,235
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DKKS3 ekzon 7°de olusan tek niikleotid polimorfizminin lenf nodil tutulumu iizerine
etkisi xz testi ile hesaplandi (Cizelge 5.12). Buna gore, lenf nodil tutulumu
gbzlenmeyen hastalarin GG, GA, AA ve GA+AA genotip sikliklar siras1 ile %64,3,
%35,7, %0 ve %35,7 olarak tespit edildi. 1. Evre lenf tutulumuna sahip hastalarda ise
strastyla %85,7, %14,3, %0 ve %14,3 oldugu belirlendi. 2. evre lenf tutulumu gozlenen
hastalarda genotip sikliklar1 sirasiyla %76,9, %23,1, %0 ve %23,1 olarak belirlendi. 3.
evre lenf tutulumu gozlenen hastalarda ise bu oranlar %71,4, %23.,8, %4,8 ve
%28,6’dir. Lenf tutulum derecesi belirlenememis (pNy) olan bireylerde ise sadece GG
genotipi belirlendi. Istatistiksel analiz sonucunda genotip farkliliklarin lenf nodiil

tutulumu tizerine etkisi olmadig1 saptandi.

Cizelge 5.12. DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly polimorfizminin lenf nodiil

tutulumu tizerine etkisi

Lenf
nodiil Evrel Evre2 Evre3 pNyx y’ve
Polimorfizm Genotip tutulumu 0 9 9 0 P
yok n (%) n (%) n(%) n(%)
n (%)
GG 18 30 10 15 3
(%64,3)  (%857) (%769) (%714) (%100)
DKK3 GA 10 5 3 5 0 8,80;
nonsinonim (%35,7) (%14,3) (%23,1) (%23,8) (%0) 0,359
ekzon 7 AA 0 0 0 1 0
(Arg335Gly) %0)  (%0)  (%0) (%48  (%0)
GA+AA 10 5 3 6 0 511,

(%357)  (%14,3) (%23,1) (%28,6) (%0) 0,276

DKKS ekzon 7’de olusan tek niikleotid polimorfizminin patolojik metastaz durumu
lizerine etkisi XZ testi ile hesaplandi (Cizelge 5.13). Buna gore, uzak metastazi olan
hastalarda GG, GA, AA ve GA+AA genotiplerinin sikliklar1 sirasi ile %90, %5, %5 ve
%090 olarak tespit edildi. Uzak metastaz goriilmeyen hastalarda genotip sikliklari ise
sirastyla %72,5, %27,5, %0 ve %10 olarak belirlendi. Istatistiksel analiz sonucunda

genotip farkliliklarin uzak metastaz olusumu iizerine etkisi oldugu saptandi.
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Cizelge 5.13. DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly polimorfizminin patolojik

metastaz durumu tizerine etkisi

Metastaz Var Metastaz Yok

2
Polimorfizm  Genotip n (%) n (%) xveP
GG 18 (%90) 58 (%72,5)
DKK3 U
N GA 1 (%5) 22 (%27,5) 8,16: 0,017

nonsinonim

ekzon 7 AA 1 (%5) 0 (%0)
(Arg335GlY) G aran 18 (%90) 2 (%10) 2,68; 0,144

"p<0.05

5.5.2. DKK3 intron 4 G/C polimorfizminin klinikopatolojik faktorler iizerine etkisi
DKK3 intron 4’de olusan tek niikleotid polimorfizminin histolojik grad iizerine etkisi xz
testi ile hesapland1 (Cizelge 5.14). Buna gore histolojik gradlart 1 olan bireylerin GG ve
GC genotiplerinin sikliklar1 siras1 ile %89,3 ve %10,7 olarak tespit edildi. Histolojik
gradlar1 2 olan bireylerin genotip sikliklar sirasiyla %82,4 ve %17,6 olarak belirlendi.
Histolojik gradlar1 3 olanlarinki ise sirastyla %76,2 ve %23,8 olarak hesaplandi. Hasta
grubunda CC polimorfik genotipine hi¢ rastlanmadigindan GC+CC genotip frekanslari
birlestirilerek bir istatistiksel analiz yapilmadi. Istatistiksel analiz sonucunda genotip

farkliliklarin histolojik grad {izerine etkisi olmadig1 saptandi.

Cizelge 5.14. DKK3 intron 4 G/C polimorfizminin histolojik grad iizerine etkisi

Histolojik  Histolojik  Histolojik

Polimorfizm  Genotip ~ Gradl  Grad2  Grad3 x"veP
n (%) n (%) n (%)
GG 23 (%821) 41(%804) 12 (%57.1)

DKK3 intron 4
G/C GC 5(%17,9) 9 (%17,6) 9 (%42,9)  1,48;0,475

DKKS intron 4’de olusan tek niikleotid polimorfizminin primer timdr evreleri iizerine
etkisi Xz testi ile hesapland1 (Cizelge 5.15). CC genotipine hasta grubunda
rastlanmadigindan istatistiksel degerlendirmeye alinmadi. Buna gore, 1. evrede olan

hastalarda GG, GC genotiplerinin sikliklari siras1 ile %78,6, %21,4 olarak tespit edildi.
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2. evre primer timorlii hastalarda genotip sikliklart sirasiyla %83,3, %16,7 olarak
belirlendi. 3. evre primer tiimorlii hastalarda ise bu oranlar %85,7, %2’dir. 4. evre
primer timorli bireylerde ve tiimor derecesi belirlenememis (pTx) olan bireylerde ise
sadece GG genotipi belirlendi. Istatistiksel analiz sonucunda genotip farkliliklarmn timdr

evre gelisimi tizerine etkisi olmadig1 saptandi.

Cizelge 5.15. DKK3 intron 4 G/C polimorfizminin primer timor evresi tizerine etkisi

) ) ~ Evrel Evre 2 Evre3  Evre4 PTx 1’ ve
Polimorfizm Genotip  n (90) n (%) n (%) n(%) n (%) P

GG 22 45 12 1 3
DKKS3 intron (%78,6)  (%83,3) (%85,7) (%100) (%100)
4GIC GC 6 9 2 0 0 128

%21,4)  (%167) (%143) (%0)  (%0) 0,864

DKKS intron 4’de olusan tek niikleotid polimorfizminin lenf nodiil tutulumu iizerine
etkisi xz testi ile hesaplandi (Cizelge 5.16). Buna gore, lenf nodiil tutulumu
gozlenmeyen hastalarin GG ve GC genotip sikliklar sirast ile %78,6, %21,4 olarak
tespit edildi. 1. Evre lenf tutulumuna sahip hastalarda ise sirastyla %85,7, %14,3 oldugu
belirlendi. 2. evre lenf tutulumu gozlenen hastalarda genotip sikliklar1 sirasiyla %84,6,
%23,1 olarak belirlendi. 3. evre lenf tutulumu gozlenen hastalarda ise bu oranlar %81
ve %19°dur. Lenf tutulum derecesi belirlenememis (pNy) olan bireylerde ise sadece GG
genotipi belirlendi. Istatistiksel analiz sonucunda genotip farkliliklarin lenf nodiil

tutulumu tizerine etkisi olmadig: saptandi.

Cizelge 5.16. DKK3 intron 4 G/C polimorfizminin lenf nodiil tutulumu iizerine etkisi

Lenf
nodiil Evrel Evre2 Evre3 pNx  xve

Polimorfizm Genotip tutull:(mu n (%) n() n(%) n(%)
yo

n (%)
GG 22 30 11 17 3
DKK3 intron (%78,6)  (%85,7) (%84,6) (%81) (%100)
4 G/C GC 6 5 2 4 0 1,27,

(%21,4)  (%14,3) (%154) (%19)  (%0) 0,866
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DKK3 intron 4’de olusan tek niikleotid polimorfizminin patolojik metastaz durumu
lizerine etkisi XZ testi ile hesaplandi (Cizelge 5.17). Buna gore, uzak metastazi olan
hastalarda GG, GC genotiplerinin sikliklar sirast ile %90 ve %10 olarak tespit edildi.
Uzak metastaz goriilmeyen hastalarda genotip sikliklari ise sirasiyla %81,3 ve %18,8
olarak belirlendi. Istatistiksel analiz sonucunda genotip farkliliklarin uzak metastaz

olusumu tizerine etkisi olmadigi saptandi.

Cizelge 5.17. DKK3 intron 4 G/C tek niikleotid polimorfizminin patolojik metastaz

durumu tizerine etkisi

Metastaz Var Metastaz Yok

2
Polimorfizm  Genotip h (%) n (%) ¥ veP
DKK3 intron 4 GG 18 (%90) 65 (%81,3)
G/C GC 2 (%10) 15 (%18,8) 0,86; 0,356

5.5.3. DKK4 sinonim ekzon 4 V169V polimorfizminin klinikopatolejik faktorler
iizerine etkisi

DKK4 ekzon 4’de olusan tek niikleotid polimorfizminin histolojik grad iizerine etkisi XZ
testi ile hesaplandi (Cizelge 5.18). Buna gore histolojik gradlari 1 olan bireylerin CC ve
CT genotiplerinin sikliklar1 siras1 ile %64,3 ve %35,7 olarak tespit edildi. Histolojik
gradlar1 2 olan bireylerin genotip sikliklar1 sirasiyla %74,5 ve %25,5 olarak belirlendi.
Histolojik gradlar1 3 olanlarinki ise sirasiyla %90,5 ve %9,5 olarak hesaplandi. Hasta
grubunda TT polimorfik genotipine hi¢ rastlanmadigindan CC+TT genotip frekanslari
birlestirilerek bir istatistiksel analiz yapilmadi. Istatistiksel analiz sonucunda genotip

farkliliklarin histolojik grad lizerine etkisi olmadig: saptandi.
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Cizelge 5.18. DKK4 sinonim ekzon 4 V169V polimorfizminin histolojik grad {izerine

etkisi
Histolojik  Histolojik  Histolojik )
Polimorfizm Genotip Grad 1 Grad 2 Grad 3 X vepP
n (%) n (%o) n (%)
o CC 18 (%64,3) 38 (%74,5) 19 (%90,5)
DKK4 sinonim
ekzon 4 V169V CT 10 (%35,7) 13 (%255) 2 (%9,5)  4,40;0,111

DKK4 ekzon 4’de olusan tek niikleotid polimorfizminin primer timor evreleri {izerine
etkisi xz testi ile hesapland1 (Cizelge 5.19). TT genotipine hasta grubunda
rastlanmadigindan istatistiksel degerlendirmeye alinmadi. Buna gore, 1. evrede olan
hastalarda CC, CT genotiplerinin sikliklari siras1 ile %75, %25 olarak tespit edildi. 2.
evre primer timorlii hastalarda genotip sikliklar1 sirasiyla %72,2 ve %27,8 olarak
belirlendi. 3. evre primer timdorlii hastalarda ise bu oranlar %78,6 ve %21,4’diir. 4. evre
primer timorli bireylerde ve tiimor derecesi belirlenememis (pTx) olan bireylerde ise
sadece CC genotipi belirlendi. Istatistiksel analiz sonucunda genotip farkliliklarin timér

evre gelisimi iizerine etkisi olmadig1 saptandi.

Cizelge 5.19. DKK4 sinonim ekzon 4 V169V polimorfizminin primer timér evresi

uzerine etkisi

o ~ Evrel Evre2 Evre3 Evre4 pTy y°ve
Polimorfizm Genotip  n (90) n (%) n (%) n(%) n (%) P

DKK4 GG 21 39 11 1 3
sinonim (%78,6)  (%83,3) (%85,7) (%100) (%100)
ekzon 4 GC 7 15 3 0 0 1,65;
V169V (%21,4)  (%16,7) (%14,3) (%0) (%0) 0,800

DKKS intron 4’de olusan tek niikleotid polimorfizminin lenf nodil tutulumu iizerine
etkisi y* testi ile hesaplandi (Cizelge 5.20). Buna gore, lenf nodiil tutulumu
gozlenmeyen hastalarin CC ve CT genotip sikliklart sirast ile %64,3, %35,7 olarak
tespit edildi. 1. Evre lenf tutulumuna sahip hastalarda ise sirasiyla %80, %20 oldugu
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belirlendi. 2. evre lenf tutulumu goézlenen hastalarda genotip sikliklart sirastyla 9%69,2
ve %30,8 olarak belirlendi. 3. evre lenf tutulumu go6zlenen hastalarda ise bu oranlar
%81 ve %19°dur. Lenf tutulum derecesi belirlenememis (pNy) olan bireylerde ise
sadece CC genotipi belirlendi. Istatistiksel analiz sonucunda genotip farkliliklarmn lenf

nodiil tutulumu tizerine etkisi olmadig1 saptandi.

Cizelge 5.20. DKK4 sinonim ekzon 4 V169V polimorfizminin lenf nodiil tutulumu

uzerine etkisi

Lenf

nodiil Evre 1 Evre 2 Evre 3 PN, x’ve
P

: i in tutulumu
Polimorfizm Genotip yok n (%) n (%) n() n (%)

n (%)
DKK4 CC 18 28 9 17 3
sinonim (%64,3) (%80) (%69,2) (%81)  (%100)
ekzon 4 CT 10 7 4 4 0 3,80;
V169V (%35,7) (%20) (%30,8) (%19) (%0) 0,433

DKK4 ekzon 4’de olusan tek niikleotid polimorfizminin patolojik metastaz durumu
lizerine etkisi XZ testi ile hesaplandi (Cizelge 5.21). Buna gore, uzak metastaz1 olan
hastalarda CC, CT genotiplerinin sikliklar1 sirasi ile %72,5 ve %27,5 olarak tespit
edildi. Uzak metastaz goriilmeyen hastalarda genotip sikliklari ise sirasiyla %85 ve %15
olarak belirlendi. Istatistiksel analiz sonucunda genotip farkliliklarin uzak metastaz

olusumu tizerine etkisi olmadigi saptandi.

Cizelge 5.21. DKK4 sinonim ekzon 4 V169V polimorfizminin patolojik metastaz

durumu tizerine etkisi

Metastaz Var Metastaz Yok

2
Polimorfizm  Genotip n (%) n (%) ¥ veP
DKK4 sinonim cC 58 (%72,5) 17 (%85)
ekzon 4
V160V cT 22 (%27,5) 3 (%15) 1,33; 0,248
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5.5.4. sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizminin Kklinikopatolojik
faktorler iizerine etkisi

SFRP4 ekzon 6’da olusan tek niikleotid polimorfizminin histolojik grad iizerine etkisi XZ
testi ile hesaplandi (Cizelge 5.22). Buna gore histolojik gradlari 1 olan bireylerin GG,
GA, AA ve GA+AA genotiplerinin sikliklart sirast ile %35,5, %53,6, %10,7 ve %64,3
olarak tespit edildi. Histolojik gradlar1 2 olan bireylerin genotip sikliklari sirasiyla
%56,9, %31,4, %11,8 ve %43,1 olarak belirlendi. Histolojik gradlar1 3 olanlarinki ise
sirastyla %38,1, %429, %19 ve %61,9 olarak hesaplandu. Istatistiksel analiz sonucunda

genotip farkliliklarin histolojik grad iizerine etkisi olmadig1 saptandi.

Cizelge 5.22. sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizminin histolojik grad

uzerine etkisi

Histolojik  Histolojik  Histolojik )
Polimorfizm Genotip Grad 1 Grad 2 Grad 3 X veP
n (%) n (%) n (%)
GG 10 (%35,7) 29 (%56,9) 8 (%38,1)
sFRP4 GA 15 (%53,6) 16 (%31,4) 9 (%42,9) 5,21; 0,266
nonsinonim
ekzon 6 R340K AA 3(%10,7) 6 (%11,8) 4 (%19)
GA+AA 18 (%64,3) 22 (%43,1) 13(%61,9) 4,09; 0,129

SFRP4 ekzon 6’da olusan tek niikleotid polimorfizminin primer tiimor evreleri tizerine
etkisi xz testi ile hesapland1 (Cizelge 5.23). Buna gore, 1. evrede olan hastalarda GG,
GA, AA ve GA+AA genotiplerinin sikliklar1 sirast ile %39,3, %46,4, %14,3 ve %60,7
olarak tespit edildi. 2. evre primer tiimorlii hastalarda genotip sikliklar1 sirasiyla %51,9,
%38,9, %9,3 ve %48,1 olarak belirlendi. 3. evre primer tiimérlii hastalarda ise bu
oranlar %42,9, %35,7, %21,4 ve %57,1°dir. 4. evre primer tiimorlii bireylerde sadece
GA genotipi belirlenirken, timor derecesi belirlenememis (pTx) olan bireylerde ise
genotip sikliklar1 sirast ile %66,7, %0, %33.3 ve %33,3 olarak belirlendi. Istatistiksel
analiz sonucunda genotip farkliliklarin tiimor evre gelisimi {izerine etkisi olmadigi

saptandi.
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Cizelge 5.23. sSFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizminin primer timdr evresi

uzerine etkisi

Evrel Evre2 Evre3 Evre4d pPTx 2
Polimorfizm Genotip (%) n() n(%) n(%) n (%) K VveP
GG 11 28 6 0 2
(%39,3) (%51,9) (%42,9) (%0) (%66,7)
sFRP4 GA 1 21 5 1 0 6,32;
nonsinonim 3(%46,4) (%38,9) (%35,7) (%100)  (%0) 0,610
ekzon 6 AA 4 5 3 0 1
R340K (%14,3)  (%9,3) (%21,4) (%0) (%33)
GA+AA 17 26 8 1 1 2,62,

(%60,7) (%48,1) (%57,1) (%100) (%33,3) 0,622

SFRP4 ekzon 6’da olusan tek niikleotid polimorfizminin lenf nodiil tutulumu {izerine
etkisi y° testi ile hesaplandi (Cizelge 5.24). Buna gore, lenf nodiil tutulumu
gozlenmeyen hastalarin GG, GA, AA ve GA+AA genotip sikliklar1 sirasi ile %32,1,
%50, %17,9 ve %67,9 olarak tespit edildi. 1. Evre lenf tutulumuna sahip hastalarda ise
strastyla %54,3, %40, %5,7 ve %45,7 oldugu belirlendi. 2. evre lenf tutulumu gozlenen
hastalarda genotip sikliklar1 sirasiyla %53,8, %23,1, %23,1 ve %46,2 olarak belirlendi.
3. evre lenf tutulumu go6zlenen hastalarda ise bu oranlar %47,6, %42,9, %9,5 ve
%52,4°dir. Lenf tutulum derecesi belirlenememis (pNy) olan bireylerde ise %66,7, %0,
%33,3 ve %33,3 olarak belirlendi. Istatistiksel analiz sonucunda genotip farkliliklarin

lenf nodiil tutulumu {izerine etkisi olmadig1 saptandi.
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Cizelge 5.24. sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizminin lenf nodiil tutulumu

uzerine etkisi

Lenf
nodiil Evrel Evre2 Evre3 pNyx y°ve
Polimorfizm Genotip tutulukmu n (%) n%) n(%) n(%) P
YO
n (%)
GG 9 19 7 10 2
(%32,1)  (%54,3) (%53,8) (%46,6) (%66,7)
sFRP4 GA 14 14 3 9 0 9,06;
nonsinonim (%50)  (%40)  (%231) (%42,9) (%0) 0,337
ekzon 6 AA 5 2 3 2 1
R340K (%17,9)  (%57)  (%23,1) (%9,5) (%333)
GA+AA 19 16 6 11 1 3,94;

(%67,9)  (%457) (%462) (%52,4) (%33,3) 0,414

SFRP4 ekzon 6’da olusan tek niikleotid polimorfizminin patolojik metastaz durumu
lizerine etkisi XZ testi ile hesaplandi (Cizelge 5.25). Buna gore, uzak metastazi olan
hastalarda GG, GA, AA ve GA+AA genotiplerinin sikliklart siras1 ile %43,8, %42.5,
%13,8 ve %56,3 olarak tespit edildi. Uzak metastaz goriilmeyen hastalarda genotip
sikliklart ise sirasiyla %60, %30, %10 ve %40 olarak belirlendi. [statistiksel analiz
sonucunda genotip farkliliklarin uzak metastaz olusumu {izerine etkisi olmadigi

saptandi.

Cizelge 5.25. sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizminin patolojik metastaz

durumu tizerine etkisi

) ) ) Metastaz Var Metastaz Yok 2ye P
Polimorfizm  Genotip n (%) n (%) X Ve
GG 35 (%43,8) 12 (%60)
sFRP4 _
L GA 34 (%42,5) 6 (%30) 1,67; 0,428
nonsinonim
ekzon 6 AA 11 (%13,8) 2 (%10)
R340K .
GA+AA 45 (%56,3) 8 (%40) 1,69; 0,193
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5.6. Meme kanserine etki eden degiskenlerin degerlendirmesi

Sigara ve alkol kullanimi, ailesel meme kanseri oykiisii, viicut kitle indeksi, ilk menars

yas1 ve genotip degiskenleri ele alinarak Forward Stepwise lojistik regresyon analizi

uygulandi. Analiz sonucunda, meme kanserine etki eden degiskenlerin viicut kitle

indeksi, DKK4 ve sFRP4 genotip farkliliklar: oldugu belirlendi (p<0,05) (Cizelge 5.26).

Cizelge 5.26 Meme kanserine etki eden degiskenler

B SE
Degiskenler  (Regresyon  (Standart p exp (B) %95 ClI
(OR)
katsayisi) hata)
VKI 1,89 0,52 .001 6,67 2,38 -18,71
DKK4 2,79 0,48 .001 16,38 6,37 - 42,12
SFRP4 -1,38 0,42 .001 0,24 0,10 - 0,57
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6. TARTISMA

Bilim diinyasinda biiylik devrimlerin yasandigi giiniimiizde bu etkinin en fazla
goriildiigii alanlardan bir tanesi de kanserle ilgili gelismelerdir. Kanser ¢ogu kez tek bir
hastalik gibi goriinmesine karsin, gercekte hiicre ve dokulan etkileyen karmasik bir
hastalik grubudur. Kanserin genetik bilimi ile baglantili olabilecegi diisiincesi ilk kez
20. yiizyilin baslarinda atildi ve bu fikir kanser arastirmalarinin kaynagi olarak rol
oynadi. Bu giin kanser bir sinyal iletim yolu bozuklugu olarak tanimlanmakta ve
caligmalar sinyal iletim yolaklarinda yer alan onkogen ve tiimér baskilayici gen
tirlinlerinin birbirleri ile etkilesimlerinin incelenmesine dayanmaktadir. Meme kanseri
vakalarinin biiyiik ¢ogunlugunda etiyoloji bilinmese de cinsiyet, yas, ailede geng yasta
meme kanseri 0ykiisii olmasi, erken menars, ge¢ menapoz, ge¢ yasta ilk canli dogum,
sosyoekonomik seviye, Ostrojen ve dogum kontrol hapi kullanimi, alkol ve sigara
kullanimi, sismanlik ve yagli beslenme, daha 6nce meme kanseri gegirmis olma, genetik
mutasyonlarin meme kanseri gelisiminde rol oynadiklari diisiiniilmektedir. Bununla
beraber, meme bezi karsinogenezinde bir ¢ok sinyal iletim yolaginda olusan genetik
anormalliklerin de katkis1 biiyiiktiir.

Calismamizda, Wnt antagonistleri gen polimorfizmlerinin (DKK3 nonsinonim
ekzon 7 Arg335Gly, DKK3 intron 4 G/C, DKK4 sinonim ekzon 4 V169V, sFRP4
nonsinonim ekzon 6 R340K) meme kanseri gelisiminde ve/veya metastaz olusumunda
bir risk faktorii olusturup olusturmadigi degerlendirilmistir. Tim diinyada giderek
biiyliyen bir saglik sorunu olan meme kanserinin genetik alt yapisinin belirlenmesi,
meme kanserinde rol alan gen iriinlerinin ve etkilesimlerinin ortaya cikarilmasi, bu
etkilesimlerin azaltilmasi veya artirllmasini saglayacak tedavilerin gelistirilmesinde
etkili olacaktir. Ayrica meme kanseri gelisimi ve ilerlemesinde etkin olan onkogen ve
timor baskilayict genlerin, bu genlerdeki mutasyon ve polimorfizmlerin belirlenmesi
gen tedavi yontemlerinin olusturulmasina katki saglayacaktir.

Meme kanseri risk faktorleri arasinda yas dnemli bir yere sahiptir ilerleyen yasla
birlikte meme kanseri riskinin arttigi One siiriilmektedir (24). Bununla beraber
Brezilya’da (105) ve Cin’de (106) yapilan ¢alismalarda 15-49 yas arasindaki kadinlarda
meme kanseri goriilme sikliginin giderek arttigi gosterilmistir. Ayrica Amerika’da
yapilan bir ¢caligmada 25-35 yas arasindaki kadinlarda meme kanseri goriilme sikliginin

arttigr bildirilmistir (107). Kolombiya’da yapilmis olan diger bir ¢aligmada ise,
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Medellin sehrinde 20-44 yas arasi risk grubuna girerken, bizim ¢alismamizla uyumlu
olarak (hasta grubu yas ortalamasi; 47.60 + 8.92, 31-71 yas aras1) Kolombiya genelinde
yapilan ¢alismada risk olusturan yas aralig1 45-64 yas olarak tespit edilmistir (108).

Heniiz bir kesinlik kazanmamis olmakla birlikte sigara kullaniminin meme kanseri
gelisimi icin risk olusturdugu disiiniilmektedir. Cevresel etkenler arasinda sigara
kullanim1 meme kanserinin dnlenebilir risk faktdrlerinden biri olabilir. Sigara polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, aromatik aminler ve N-nitrozaminler igerir ve bunlarin hepsi
potansiyel olarak meme hiicre karsinogenezine yol agmaktadirlar (109). Luo ve
arkadaglar1 aktif sigara kullanan insanlarda meme kanseri riskinin %35 arttigini
bildirmislerdir (110). Gram ve arkadaslar tarafindan yapilan bir diger ¢alismada geng
yasta sigara kullanmaya baslamis ve en az 20 sene sigara i¢meye devam etmis
kadinlarda meme kanseri riskinin arttig1 belirtilmistir (111). Ayrica, Xue ve arkadaslari,
ozellikle ilk dogumlarini yapmamis olan kadinlarda aktif sigara kullaniminin meme
kanseri riskini arttirdig1 yoniinde bulgular elde etmislerdir (112). Bizim ¢aligmamizda
hasta ve kontrol grubunda sigara icen bireylerin yiizdelerinin sirasi ile %11 ve %8,
sigara icmeyenlerin yiizdelerinin ise sirast ile %89 ve %92 oldugu belirlendi. Her iki
grup arasinda sigara kullanimi agisindan anlamli bir fark bulunmadi (p=0.463, p<0.05).
Elde ettigimiz sonuglarin yapilan bu ¢alismalarla uyumlu olmadigi ve g¢alismamizda
sigara igmenin bir risk faktorii olmadig1 belirlenmistir.

Iliml1 alkol tiiketiminin, meme kanserinde %30-50 oraninda artan risk ile iliskili
oldugu bildirilmistir (113). Menezes ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada ise,
meme kanserinin de i¢inde bulundugu bir ¢ok kanser tipinde 1limli ya da yiiksek oranda
alkol tiiketiminin kanser gelisim riskini arttirdigi vurgulanmistir (114). Japonya’da
yapilmis olan bir bagka caligmada da alkol kullaniminin meme kanseri igin bir risk
faktorii oldugu belirlenmistir (115). Bizim ¢alismamizda ise, hasta grubunda alkol
kullanan birey bulunmazken, kontrol grubunda alkol kullanan bireylerin ytizdesinin %2
oldugu, alkol kullanmayanlarin yiizdelerinin ise sirast ile %100 ve %98 oldugu
belirlendi. Her iki grup arasinda alkol kullanimi agisindan anlamli bir fark bulunmadi
(p=0.497, p>0.05). Sonug¢ olarak, ¢alismamizda alkoliin bir risk faktorii olmadigi
gozlenmistir.

Besinlerle aliman yag orani ve artan viicut kitle indeksinin/obezitenin meme

kanseri gelisiminde potansiyel risk faktorleri olduklar1 bilinmektedir. Yiiksek viicut
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kitle indeksine (VKI >25 kg/m?) sahip kadinlarm postmenapozal meme kanseri riski
tasidiklar1 bildirilmistir (116). Yine aymi ¢alismada ve buna benzer bir ¢alismada,
yiiksek viicut kitle indeksinin (VKI >31 kg/m?) premenapozl meme kanserinde azalan
riskle iligkili oldugu belirtilmistir (116,117). Bizim yapmis oldgumuz c¢alismada,
gruplar arasinda VKI degerlendirildigi zaman degerin <25 kg/m? oldugu hasta birey
yiizdesinin %9, kontrol grubu bireylerinin yiizdesinin ise %35 oldugu saptandi. VKI
degerinin >25 kg/m? oldugu hasta grubu bireylerinin yiizdesinin %91, kontrol grubu
bireylerinin ylizdesinin ise %65 oldugu belirlendi. Gruplar arasinda VKI yoniinden
anlamli bir fark oldgu bulundu (p=0.001, p<0.05). Regresyon analizi sonucunda da
viicut kitle indeksinin meme kanseri gelisiminde risk faktorii oldugu belirlenmistir. VKI
degeri >25 kg/ m? olan bireylerde meme kanseri gelistirme riskinin 6,67 kez daha fazla
oldugu bulunmustur (Cizelge5.26).

Meme kanseri riskinde etkili olan bir diger faktor ise ilk menars yasidir (118). 13
yasindan once adet gérmeye baslayan kadinlarda meme kanseri gelisme riskinin arttigi
bildirilmigtir (119). Bununla beraber, adet gérmenin geciktigi her bir yil i¢in meme
kanseri riskinin %20 azaldig1 konusunda veriler de bulunmaktadir (120,121). Bizim
calismamizda ise, hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin ilk menars yasinin
13’den kiiciik olan bireylerin ylizdelerinin sirast ile %23 ve %26 oldugu, 13 yas ve lizeri
olan bireylerin yiizdelerinin ise sirast ile %77 ve %74 oldugu belirlendi. ilk menars yas
yoniinden gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi (p=0.622, p>0.05) ve erken
menarsin meme kanseri i¢in risk olusturmadigi belirlenmistir.

Kadinlarda ge¢ menapoza girmenin meme kanseri gelisim riskini arttirdig1 yoniinde
calismalar vardir (122,123). Ge¢ menapoza girme dolayisiyla artan siklus sayisi,
prolifere olan duktal dokuda artan DNA hasarina sebep olmakta, bu da direkt meme
kanserine yol acabilecek mutasyon riskini arttirabilmektedir (120,124). Bizim
caligmamizda menapoza girmeyen hastalarin ylizdesinin %31, kontrol grubu
bireylerinin yiizdesinin %77 oldugu, menapoza girenlerin ise sirast ile %69 ve %23
oldugu belirlendi. Menapoz durumu yoniinden gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu
bulundu (p=0.001, p<0.05). Litaretiirle uyumsuz olarak, ¢alismamizda hasta grubuna
bireylerinde menapoza giren bireylerin sayisinin kontrol grubundakilere gére daha fazla
oldugu saptanmistir. Kanser tedavisi nedeni ile kemoterapi ve radyoterapi alan kisilerde

yumurtaliklar oldukga etkilenmekte ve erken menopoza yol agabilmektedir. Kanser
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tiirli, yumurtaliklarin ne derece etkilendigi, tedavinin siireci, tedavi nedeniyle kullanilan
ilaglarin tiirii ve dozu menopozu tetikleyebilmektedir. Meme kanseri nedeni ile tedavi
goren kadinlarda erken menopoz riski daha yiiksektir (125). Sonug olarak hasta grubu
bireylerinde menapoza girmis bireylerin sayisinin kontrol grubundakilere gore daha
fazla olmas1 almis olduklar1 tedaviye baglanmaktadir.

Aile Oykiisii meme kanseri i¢in 6nemli bir risk faktoridiir (126). Ailesel kanser
Oykiisii meme kanseri riskini 2-3 kat arttirmaktadir (119,127). Meme kanserli kadinlarin
%10-30’unun akrabalarinda kanser oykiisiine rastlanmistir (128). Tazzite ve arkadaglari
tarafindan yapilan bir calismada, meme kanserli hastalarin %18,4’iinde ailesel meme
kanseri Oykiisiine sahip oldugu ve premenapozal donemde olan kadinlarda aile
Oykiisiiniin ¢ok daha fazla oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, Fas’li meme kanserli
kadinlar arasinda yapilmis olan bir calismada 35 yasin altindaki hastalarin %20,6’sinda
ailesel meme kanseri Oykiisiine rastlanmistir (129). Calismamizda, hasta ve kontrol
gurubunda bulunan bireylerde ailesinde kanser Oykiisii olanlarin yiizdelerinin sirasi ile
%23 ve %0, ailesinde kanser Oykiisii olmayanlarin yiizdelerinin ise sirast ile %77 ve
%100 oldugu belirlendi. Gruplar arasinda ailesinde kanser dykiisii bulunmasi agisindan
anlamli bir fark bulundu (p=0.001, p<0.05). Bizim bulgularimiz, ailesinde meme
kanseri Oykiisii olanlarin meme kanseri icin risk tasidiklari yoniindedir ve daha once
yapilmis olan ¢alismarla uyumludur.

Wnt sinyalleri normal meme bezi gelisiminin diizenlenmesinde 6nemli bir role
sahiptir ve Wnt sinyal iletiminde olusacak diizensizliler meme kanserine neden
olmaktadir (130). Meme 06zellesmesi ve erken embriyogenezde gerekli olan Wnt3a,
Wnt6 ve Wnt10b gibi Wnt’lerin MMT V-indiiklii meme tiimdrlerinde genetik degisimler
oldugu belirlenmistir (131,132). Wnt3a, Wnt4, Wnt6, Wnt8b, Wnt9a ve Wnt10b’nin bir
¢ok meme kanseri hiicre hattinda asir1 derecede eksprese olduklar1 bulunmustur (133).
Wnt’ler kanonikal Wnt/B-katenin yolag: {izerinden sinyal iletmektedirler. Dolayisi ile,
karsinogenez siirecinde kanonikal Wnt/B-katenin sinyal iletim yolag1 aktive
edilmektedir (134). Ayrica, Frizzled1 ve Frizzled2 reseptorlerinin de meme kanserinde
asir1 ekprese olduklar1 belirlenmistir (135).

Wnt sinyal iletim yolaginin kanserde 6énemli role sahip olmasi Wnt modiilatorlerinin

de bu siirecte Onemli olabileceklerini akla getirmektedir (3). Wnt antagonistleri
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(modiilatorleri) tiimor baskilayict gibi hareket etmektedirler ve mutasyona ugramalari
sonucunda Wnt sinyal iletim yolaginin aktivasyonuna neden olmaktadirlar (136).

Kemik iligi kanser hastalarinda agrili kemik lezyonlarina rastlanmaktadir. Bu
hastalarda kemik iligi serumlarinda DKK1’in artti1 belirlenmis ve DKK1 diizeyinin
lezyon olusumu ile baglanyili oldugu gosterilmistir (137). Yiiksek diizeyde DKKI1
iceren kemik iligi serumunun osteoblast Onciisii hiicrelerinin farklilagsmalarini
engelledigi bulunmustur. Kemik iligi kanser hiicrelerinde tiretilen DKK1’in osteoblast
farklilasmasini engelleyerek litik kemik lezyonlarina neden oldugu belirlenmistir (138).
DKK ekspresyonunun tiimdr hiicre hatlarinda ya da dokularda degisime ugradig:
yoniinde bir ¢ok arastirma vardir. Kolon kanserinde DKK1’in DNA metilasyonu
yoluyla sessizlestirildigi ve ileri evre kolorektal tiimorigenezi ile baglantili oldugu
bildirilmistir (91,139). Bunula beraber kolorektal kanser hiicrelerinde DKKI1
ekspresyonunun artmasiyla koloni olsumunun azaldigi tespit edilmistir. Dolayis1 ile
DKKI1 bir tiimor baskilayicr islevine sahiptir (139). DKK3’iin de bir tiimor basilayici
gibi hareket ettigine dair bulgular vardir. Tiimor hiicrelerinde DKK3 ekspresyonunun
arttigt ve tiimor hiicre gelisiminin baskilandigi belirlenmistir (75,94,140). Ayrica,
DKK3 hipermetilasyonunun ise bazi kanser tipleriyle baglantili oldugu bildirilmistir
(140). Son yapilan bir ¢alismada, renal kanserde DKK4 ekspresyonunun arttigi ve bu
sayede kanonikal Wnt sinyal iletim yolaginin baskilandigi belirlenmistir (141). Ayrica,
hepatoselliiler karsinomada DKK2 metilasyon seviyesinin yiiksek oldugu tespit
edilmistir (142). Ayrica mide kanserinde (143), Ozafagus squamoz hiicre
karsinomasinda (144) ve renal hiicre karsinomasinda da (145) DKK2’nin epigenetik
olarak susturuldugu rapor edilmistir. DKK’lar gibi sFRP’lerin de bazi kanser tiplerinde
timor baskilayic1 olarak gorev yaptiklart belirlenmistir (146,147). Meme kanserinde
sFRPI’in ekspresyonunda azalma oldugu tespit edilmistir (136). sFRP4’iin kan
dolagimina salindig1 ve agresif yumurtalik kanseri fenotilerinde azaldiklar1 bulunmustur.
sFRP4 ekspresyonundan yoksun hastalarin prognozunun ise sFRP4 eksprese edenlere
gore daha kotii oldugu belirlenmistir (148).

Ulkemizde meme kanseri ve Wnt antogonistlerinin iliskisini gdsteren herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Wnt antagonistleri ve kanser ile iliskileri lizerine yapilmis
olan c¢alismalar genellikle mutasyon analizleri ve epigenetik ¢aligmalar seklindedir.

Bunun yani sira kolorektal kanser, renal kanser ve meme kanseri ile Wnt antagonistleri
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gen polimorfizmi arasindaki iliskinin belirlenmesinde yapilmigs bir ka¢ calisma
mevcuttur (4,149,150). Meme kanserinde Wnt sinyal iletim yolagi ile iliskili genlerdeki
epigenetik degisimlerin yer almasi bu genlerdeki polimorfizimlerin meme kanserinde
risk faktorleri olabileceklerini disiindiirmiistiir. Bu diisiinceden yola ¢ikarak
calismamiz1 gerceklestirdik.

Calismamizin bir kismi DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly polimorfizminin
arastirilmasini icermektedir. DKKS3 hiicre proliferasyonunu ve apoptozisi diizenleyen bir
tiimor baskilayici gendir. Dolayis1 ile meme kanseri ile iligkisinin arastirilmasi énem
kazanmaktadir. Bu polimorfizm sonucunda G alleli yerine A alleli gelir ve sonugta 335.
kodonda arjinin amino asidi yerine glisin amino asidi protein yapisinda yer alir (4).
Calismamizda  DKK3  nonsinonim  ekzon 7  Arg335Gly  polimorfizmi
degerlendirildiginde, hasta ve kontrol gruplarindaki allel frekanslar1 sirasi ile G alleli
icin 0.875 ve 0.89, A alleli icin ise 0.125 ve 0.11 olarak belirlendi. Allel dagilimi1 goz
Online alindiginda gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p=0.641). DKK3
nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly polimorfizmi i¢in GG genotipi dogal tip oldugundan
referans olarak degerlendirildi. GG, GA, AA ve GA+AA genotip dagilimlan
karsilastirilarak meme kanserinin ortaya ¢ikmasinda bir risk faktorii olup olmadiklari
degerlendirildi. Genotiplerin dagilimi agisindan gruplar karsilastirildiginda anlamli bir
fark bulunmadigi belirlendi (p>0.05). Hirata ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
caligmada, DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly polimorfizminin renal kanser iliskisi
oldugu ve GG+AA genotipinin hasta grubunda kontrol grubuna goére daha fazla oldugu
bulunmustur (4). Buna zit olarak, Kobayashi ve arkadaslari, akciger kanseri hastalar1 ve
kontrol grubu bireylerinde DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly polimorfizmi
acisindan bir fark bulamamislardir (6). Bizim c¢alismamizda da DKK3 nonsinonim
ekzon 7 Arg335Gly polimorfizminin meme kanserinde bir risk faktori olmadigi
belirlemistir.

Calismamizin bir diger kismin1 DKK3 intron 4 G/C polimorfizminin incelenmesi
olusturmaktadir. DKK3 intron 4 G/C polimorfizmi agisindan degerlendirilen hasta ve
kontrol gruplarindaki allel frekanslar sirasi ile G alleli igin 0.915 ve 0.92, C alleli igin
ise 0.085 ve 0.08 olarak belirlendi. Allel dagilimi gbz Oniine alindiginda gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p=0.856). GG genotipi dogal tip oldugundan
referans olarak degerlendirildi. GG, GC, CC ve GC+CC genotip dagilimlarn
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karsilagtirilarak meme kanserinin ortaya ¢ikmasinda bir risk faktorii olup olmadiklari
degerlendirildi. Genotiplerin dagilimi agisindan da gruplar karsilastirildiginda anlaml
bir fark bulunmadigi belirlendi (p>0.05). Hirata ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada, DKK3 intron 4 G/C polimorfizminin renal kanser ile iliskisi oldugu ve
GC+CC genotipinin hasta grubunda kontrol grubuna gore daha fazla oldugu
bulunmustur (4). Bizim ¢aligmamizin sonucuna goére bu polimorfizmin de meme kanseri
ile iligkisi olmadig1 belirlenmistir.

Calismamizda ayrica DKK4 sinonim ekzon 4 V169V polimorfizmi ile meme kanseri
arasindaki iligski arastirilmistir. Bu polimorfizm sonucunda C alleli yerine T alleli gelir
ve sonugta bu degisim protein yapisinda her hangi bir amino asid degisimine yol
acmamaktadir. DKK4 sinonim ekzon 4 V169V  polimorfizmi agisindan
degerlendirildiginde hasta ve kontrol gruplarindaki allel frekanslari sirasi ile C alleli i¢in
0.881 ve 0.585, T alleli i¢in ise 0.119 ve 0.415 olarak belirlendi. Allel dagilimi géz
Ontine alindiginda gruplar arasinda anlamli bir fark bulundu (p=0.001)(OR; 0,20, %95
Cl; 0,12-0,33). CC genotipi dogal tip oldugundan referans olarak degerlendirildi. CC,
CT, TT ve CT+TT dagilimlar1 karsilagtirilarak meme kanserinin ortaya ¢ikmasinda bir
risk faktorii olup olmadiklari degerlendirildi. Genotiplerin dagilimi agisindan gruplar
karsilastirildiginda anlamli bir fark bulundugu belirlendi (p<0.05). Hirata ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢aligmada, DKK4 sinonim ekzon 4 V169V polimorfizminin renal
kanser iliskisi oldugu ve TT genotipinin hasta grubunda kontrol grubuna gore daha fazla
oldugu bulunmustur (4). Bizim calismamizda ise renal kanserde oldugu gibi TT
genotipinin degil, aksine CC genotipinin meme kanserli hastalarda fazla oldugu
belirlendi. Istatistiksel degerlendirme sonucunda OR degerleri incelendiginde bu
degerlerin ‘1’in altinda olduklar1 ve buna gére TT genotipinin ve T allelinin meme
kanserine karst koruyucu olduklari belirlendi (Cizelge 5.8). Lojistik regresyon analizi
sonucunda ise hasta bireylerde CC genotipi goriilme riskinin 16,38 kez daha fazla
oldugu saptand1 (p=0.001) (OR; 16,38, %95 CI; 6,37-42,12). Sonug olarak, DKK4
sinonim ekzon 4 V169V polimorfizminin meme kanseri i¢in risk faktorii olabilecegi
distinildii.

sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizm sonucunda G alleli yerine A alleli
gecer ve 340. kodonda arjinin amino asidi yerine lizin amino asidi protein yapisinda yer

alir. SFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizmi agisindan degerlendirildiginde
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ise, hasta ve kontrol gruplarindaki allel frekanslart sirasi ile G alleli i¢in 0.67 ve 0.68, A
alleli i¢in ise 0.33 ve 0.32 olarak belirlendi. Allel dagilimi goz Oniine alindiginda
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p=0.831). GG genotipi dogal tip
oldugundan referans olarak degerlendirildi. GG, GA, AA ve GA+AA genotip
dagilimlan karsilastirilarak meme kanserinin ortaya ¢ikmasinda bir risk faktori olup
olmadiklar1  degerlendirildi.  Genotiplerin  dagilimi  agisindan da  gruplar
karsilagtirildiginda anlamli bir fark bulunmadigi belirlendi (p>0.05). Renal kanser ve
SFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizmi arasindaki iliskinin arastirildig
calismada AA genotipine sahip hasta bireylerde iki kez daha fazla yatkinlik oldugu
belirlendi (4). Bizim c¢alismamizda Lojistik Regresyon analizi sonucunda hasta
bireylerde AA genotipi goriilme riskinin 0,24 kez daha fazla oldugu saptandi (p=0.001)
(OR; 0,24, %95 ClI; 0,10-0,57). Sonug olarak, SFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K
polimorfizminin meme kanseri i¢in risk faktorii olabilecegi diisiiniildi.

Calismamizda ayrica bu dort polimorfizmin klinikopatolojik faktorler tizerine etkisi
olup olmadig1 da arastirildi. Tek niikleotid polimorfizminin prognozla olmasa da
metastaz ile iligkili olabilecegini 6ne siiren ¢alismalar vardir (151,152). Bunun disinda,
yapilan bir baska c¢alismada meme kanseri gelisimi ve prognozu iizerine etkili
olabilecek genetik varyasyonlar belirlenmistir (153). Yaptigimiz istatistiksel
degerlendirme sonucunda DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly polimorfizminin
sadece uzak metastaz olusumu tizerine etkisi oldugu saptandi (p=0.017). DKK3 intron 4
G/C, DKK4 sinonim ekzon 4 V169V, sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K
polimorfizmlerinin ise tiimor gelisimi, lenf nodiil tutulumu, uzak metastaz ve histolojik
grad Ttzerine etkisinin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p>0,05).
Polimorfizmler ile klinikopatolojik faktorler arsinda anlamli bir iliski bulunamamasinin
nedeninin, bir risk faktorii olarak rol alan tek niikleotid polimorfizimlerinin her zaman
prognostik bir faktdr olmamalarindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Ciinkii; risk
olusturan tek niikleotid polimorfizmler neredeyse normal olan hiicrelerin
karsinogenezinin erken evrelerine katkida bulunurlar. Prognostik olan tek niikleotid
polimorfizmleri ise tamamen transforme olan hiicrelerin devamliliginda gereklidirler
(4).

Bu polimorfizmlerin meme kanseri {izerine nasil etki ettigine dair mekanizmalar

belirsizdir. Sinonim olmayan tek niikleotid polimorfizmleri amino asit degisimlerine
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neden olmaktadir. Bunun sonucunda ise protein fonksiyonu etkilenebilmektedir. Bu
nedenle sinonim olmayan tek niikleotid polimorfizmlerinin kanser duyarlilig: ile iliskili
olabilecegi diisliniilmektedir (154). Ayrica sinonim tek niikleotid polimorfizmleri
mRNA katlanmasini degistirebilir ve mRNA stabilitesini azaltabilir. Dolayist ile, RNA
yapisindaki degisimler yoluyla translasyonda farkliliklar olabilir (155). Elde edilen
veriler 1s1¢inda, Wnt antagonistlerin gen yapisinda olusabilecek farkliliklar proteinin
etkilesimlerini de etkileyecektir. Wnt yolagini modiile eden bu antagonistlerin hedef gen
transkripsiyonunu da ayarladigi sdylenebilir. Sonugta, Wnt sinyal iletiminde
olagabilecek anormallikler sonucunda kanser gelisimi s6z konusu olabilir.

Sonug olarak bu ¢alisma meme kanseri ile DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly,
DKK3 intron 4 G/C, DKK4 sinonim ekzon 4 V169V, sFRP4 nonsinonim ekzon 6
R340K polimorfizimlerinin arasindaki iligskinin ortaya konuldgu ilk 6n c¢alismadir.
Ozellikle hasta grubu genisletilerek farkli popiilasyonlarda DKK4 sinonim ekzon 4
V169V, sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizmlerinin ¢alisilmasi
sonuglarimizi destekleyebilir. Calisma grubunun genisletilmesinin, DKK3 nonsinonim
ekzon 7 Arg335Gly ve DKK3 intron 4 G/C polimorfizmleri agisindan ¢alismay1 anlamli
kilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu sonuglara ek olarak, Wnt antagonistlerinin anlasilmasi

yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine de onciiliikk edecektir.
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7. SONUCLAR

1. Calismada 100 meme kanseri (invaziv duktal kanser) kesin tanis1 konmus hasta ile
100 saglikli-goniillii birey (kontrol grubu) degerlendirmeye alinmistir.

2. Yas dagilimi agisindan hasta-kontrol grubu arasinda fark bulunmamistir (Hasta
grubunda bulunan bireylerin yas ortalamasi 47.60 + 8.92, kontrol grubunun yas
ortalamasi ise 46.05 + 9.84 ).

3. Hasta ve kontrol grubunda sigara igcen bireylerin ylizdelerinin sirast ile %11 ve %8,
sigara igmeyenlerin yilizdelerinin ise sirasi ile %89 ve %92 oldugu belirlendi. Her iki
grup arasinda sigara kullanimi acgisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamastir.

4. Hasta grubunda alkol kullanan birey bulunmazken, kontrol grubunda alkol kullanan
bireylerin yiizdesinin %2 oldugu, alkol kullanmayanlarin yiizdelerinin ise sirasi ile
%100 ve %98 oldugu belirlendi. Her iki grup arasinda alkol kullanimi agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir.

5. Hasta ve kontrol gurubunda bulunan bireylerde ailesinde meme kanseri oykiisii
olanlarin yiizdelerinin siras1 ile %23 ve %0, ailesinde meme kanseri Oykiisii
olmayanlarin yiizdelerinin ise siras1 ile %77 ve %100 oldugu belirlendi. Gruplar
arasinda ailesinde kanser Oykiisii bulunmasi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmustur.

6. Gruplar arasinda VKI degerlendiridigi zaman degerin <25 kg/m? oldugu hasta birey
yiizdesinin %9, kontrol grubu bireylerinin yiizdesinin ise %35 oldugu saptandi. VKI
degerinin >25 kg/m? oldugu hasta grubu bireylerinin yiizdesinin %91, kontrol grubu
bireylerinin yiizdesinin ise %65 oldugu belirlendi. Gruplar arasinda VKI yoniinden
anlaml bir fark oldugu bulunmustur.

7. Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin ilk menars yasinin 13’den kiiciik olan
bireylerin yilizdelerinin sirasi ile %23 ve %26 oldugu, 13 yas ve lizeri olan bireylerin
yiizdelerinin ise sirasi ile %77 ve %74 oldugu belirlendi. Ilk menars yas1 yoniinden
gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig1 bulunmustur.

8. Menapoza girmeyen hastalarin yiizdesinin %31, kontrol grubu bireylerinin
ylizdesinin %77 oldugu, menapoza girenlerin ise sirasi ile %69 ve %23 oldugu
belirlendi. Menapoz durumu yoniinden gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu

bulunmustur.
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9. Hasta ve kontrol gruplart DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly, DKK3 intron 4 G/C
ve sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizmi agisindan degerlendirildiginde,
genotip ve allellerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadig:
belirlendiginden, bu polimorfizmlerin meme Kkanserine yatkinlik olusturmadigi
distintilmistiir. Ancak lojistik regresyon analiz sonucunda, sSFRP4 nonsinonim ekzon 6
R340K polimorfizmi agisindan hasta bireylerde AA genotipi goriilme riskinin 0,24 kez
daha fazla oldugu saptanmustir.

10. Hasta ve kontrol gruplart DKK4 sinonim ekzon 4 V169V polimorfizmi agisindan
degerlendirildiginde, genotip ve allellerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugu belirlendiginden, bu polimorfizmlerin meme kanserine yatkinlik
olusturdugu disiiniilmustiir. Lojistik regresyon analizi sonucunda polimorfizmin meme
kanseri i¢in risk faktorii oldugu belirlenmistir.

11. Hasta grubunda DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly, DKK3 intron 4 G/C, DKK4
sinonim ekzon 4 V169V, sFRP4 nonsinonim ekzon 6 R340K polimorfizmlerinin
klinikopatolojik faktorler iizerine etkileri degerlendirilmistir. Bu degerlendirme
sonucunda DKK3 intron 4 G/C, DKK4 sinonim ekzon 4 V169V, sFRP4 nonsinonim
ekzon 6 R340K polimorfizmleri igin genotip dagiliminin primer timdor gelisimine, lenf
nodiil tutulumuna, uzak metastaza ve histolojik grad’a etki etmedigi belirlenmistir. Bu
sonuglara ek olarak, DKK3 nonsinonim ekzon 7 Arg335Gly polimorfizminin uzak

metastaz olusumu iizerine etkisi oldugu saptanmuistir.
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i Cocuk Saghg ve A . (4
Yrd. Dog. Dr. Ali Kaya Hastaliklan Uzman | Comhuriyet Universitesi ER (kO |0 [H0O |EX® | 00O
Yd. Dog. Dr. Ahmet Altun Dbl Farmakolojl | umpuriye Oniversitsiw | ER | KO [EO | HO |ER | MO
Yrd. Dog. Dr. Fatih Kiligh Endokrinolojt BIM | ¢umpuriyet Univeritesi ER | k0O |e0 |uO |e® | w0 |
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N\
Yrd. Dog. Dr. Ayse Demirkazik Biyofizik ABD Cumhuriyet Universitesi EO |K® |EO |HO |ER® |HO
Uzm. Dr. Mutlu Dogan Genel Cerrahi Sivas Numune Hastanesi ER |{kO (EO |HO |EX® |HO %

[ 41
Uzm. Dr. Levent Saglam Aile Hekimligi ABD | Sivas Numune Hastanesi EX kO |0 |[HO (ER |HO m\‘w
Ogr. Gor. Engin Dash Avukat Cumbhuriyet Universitesi EXR |KO {0 |HO |ER® |H Dd
£

Ogret. Semsettin Aptas, Biyoloji Ogretmeni | Sivas Lisesi ER KO [EO [HO [EQ | HE | Katimad

* :Toplantida Bulunma
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EK-2
BILGILENDIRILMIS OLUR FORMU
Saym ...

Bu katilacagimiz calisma bilimsel bir arastirma olup, arastirmanin adir “Wnt
Antagonisti Gen Polimorfizmleri ve Meme Kanseri Arasindaki Iliskinin
Aragtirilmas1’’dir. Meme kanserinin genetik ve ¢evresel bir¢ok nedeni oldugu cesitli
calismalarda bildirilmektedir. Yapilan bircok ¢alismada hiicre biiyiime ve
farklilasmasini diizenleyen ve kontrol eden genlerde meydana gelen degisikliklerin
(polimorfizmlerin) kanser gelisminde etkin oldugu gosterilmistir.

Bu arastirmanin amaci, Wnt antagonistleri genlerinde meydana gelen
polimorfizimlerinin meme kanseri i¢in risk faktorii olup olmadiginin arastirilmasidir.
Calismaya katilim gontilliiliikk esasina dayalidir. Kararinizdan 6nce arastirma hakkinda
sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak
isterseniz formu imzalayiniz.

Bu arastirmada sizin aldiginiz tedaviler asla degistirilmeyecektir. Size herhangi
bir ek tedavi yapilmayacaktir. Bu arastirmada sizin kaninizdan kii¢lik miktarda (5 ml)
ornek almarak DNA’niz izole edilecektir. Bu Orneklerde ilgi genin yapisindaki
degisikliklere bakilacaktir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilecektir.
Bu arastirmada yer almaniz i¢in bir defa gelmeniz yeterli olup, aragtirmada yer alacak
sizin gibi goniillilerin sayis1 200’diir (100 hasta birey, 100 saglikli kontrol). Caligma 24
ay siirecektir.

Bu aragtirma ile ilgili olarak sizden beklenen istenen tahlilleri yaptirmak,
aragtiricinin - sorularina uygun ve dogru cevap vermek ve sonuglarini zamaninda
arastiriciya ulastirmaktir.

Bu arastirmada sizin i¢in herhangi bir risk ve zarar s6z konusu degildir. Sadece
kan alimi sirasinda kanin damar disina ¢ikmasi halinde o bdlgede bir miktar gecici
morluk olusabilir veya yetersiz baski uygulanmasi halinde kanamaniz kisa bir siire
uzayabilir. Ancak hastaligin gelismesi hakkinda 6nemli ipuglarinin elde edilmesine
katk1 saglayabilecegini diisiindiigiimiiz bu calisma meme kanseri hastalarinin klinik
takibinde yardimci olacaktir. Ozellikle c¢alisma sonucunda mevcut bakilacak
parametrenin kanser hastalarinda daha yiiksek oranda tespit edilmesi halinde bu
parametrenin kansere yatkinlig1 olan bireylerin saglikli bireylerden ayriminin yapilmasi
gibi bir katki saglayacagindan sizden sonraki hastalar ve saglikli bireylerin yararia
olmasi beklenmektedir.

Arastirma sirasinda sizi ilgilendirebilecek herhangi bir gelisme oldugunda, bu
durum size veya yasal temsilcinize derhal bildirilecektir. Arastirma hakkinda ek bilgiler
almak icin ya da caligma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger
rahatsizliklariniz i¢in 0 346 219 1010 numaral telefondan arastirma gorevlisi Gonca
DONMEZ’e basvurabilirsiniz.
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Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size higbir 6deme yapilmayacaktir. Ayrica
bu arastirma kapsamindaki biitlin muayene, tetkik, testler ve tibbi bakim hizmetleri igin
sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan higbir {icret
istenmeyecektir. Bu arastirma CUBAP tarafindan desteklenmektedir.

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer
almay1 reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz. Bu
durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir.
Aragtirict  bilginiz dahilinde veya isteginiz disinda, uygulanan tedavi semasinin
gereklerini yerine getirmemeniz, c¢alisma programint aksatmaniz veya tedavinin
etkinligini artirmak vb. nedenlerle sizi arastirmadan ¢ikarabilir. Arastirmanin sonuglari
bilimsel amagla kullanilacaktir, ¢aligmadan ¢ekilmeniz ya da arastirici tarafindan
cikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel amacla
kullanilabilecektir.

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa
bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama
yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz
de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.

Calismaya Katilma Onay1:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan Once goniilliiye verilmesi
gereken bilgileri okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorular
aragtirictya sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla
anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmayi isteyip istemedigime karar vermem igin
bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gozden
gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiiriitiiciisiine yetki
veriyor ve soz konusu arastirmaya iligkin bana yapilan katilim davetini higbir zorlama
ve bask1 olmaksizin goniillii olarak kabul ediyorum.

Bu formun imzal1 bir kopyas1 bana verilecektir.

Goniilliiniin,
Adi-Soyadz:
Adresi:
Tel.-Faks:
Tarih ve Imza:

Agciklamalar1 yapan arastirmacinin,

Adi-Soyadi: Dr. Turgut KACAN

Gorevi: Uzman Dr.

Adresi: C.U. Tip Fakiiltesi Medikal Onkoloji Unitesi, Sivas.
Tel.-Faks:

Tarih ve imza:
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Olur alma islemine basindan sonuna kadar tamikhk eden kurulus
gorevlisinin/goriisme taniginin,

Adi-Soyadi: Dr. Turgut KACAN

Gorevi: Uzman Dr.

Adresi: C.U. Tip Fakiiltesi Medikal Onkoloji Unitesi, Sivas.
Tel.-Faks:

Tarih ve Imza: 09.12.2011
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EK-3

MEME KANSERI TANISI ILE TAKIP EDILEN HASTALARA AIT

TAKIP FORMU

Tarih:
Adi Soyadi:
Dosya No:
Tel no:
Yas:
Cinsiyeti: E K
Sigara: Var Yok
Alkol: Var Yok
Diyet: Var Yok
Ik menars yas::
Ik dogum yaptig1 yas:
Canli dogum sayis::
Menapoz yasi:
Boy: Kilo:
HER?2:
Ailede Kanser Oykiisii: ~ Var Yok

Varsa Kanserin Tiirii:

Varsa akrabalik derecesi:
Bilinen Hastahk: ....... Diyabet ... Tansiyon ... Kalp hastaliklari
Klinik Evreleme:

T evresi: N Evresi: M evresi:
Patolojik Evreleme:

T: N: M:
Histolojik Grade (diferansiyasyon):

K I: 1
Metastaz yeri: ....... Lokal ... Karaciger

....... Beyin e Kemik
....... Akciger ceeeee Diger



EK-4
KONTROL GRUBU TAKIP FORMU

Tarih:

Ad1 Soyada:

Dosya No:

Tel no:

Yas:

Cinsiyeti: E K
Sigara: Var Yok
Alkol: Var Yok
Diyet: Var Yok
Ik menars yas::

Ik dogum yaptig1 yas:

Canli dogum sayisi:

Menapoz yasi:
Boy: Kilo:
Ailede Kanser Oykiisii:  Var Yok

Varsa Kanserin Tiirii:

Varsa akrabalik derecesi:
Bilinen Hastahk: ....... Diyabet ... Tansiyon ... Kalp hastaliklar1
Calismaya Alinacak Bireylerin Ozellikleri; hasta grubunda yer alan bireylerle,

1. Ayn yorede bulunan,

2. Yasam Ozellikleri benzer olan,

3. Yas ve cinsiyetleri hasta grubu ile uyumlu olan,
4

Bilinen mevcut hastaligi olmayan.

94



