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OZET

ESM-1 (Endothelial cell-specific molecule-1) veya endocan endotelyal
hiicreler tarafindan salgilanan ¢oziinebilir bir proteoglikandir. Bu genin ekspresyonu
sitokinler tarafindan diizenlenmektedir. ESM-1 ekpresyonu endotelyal ve epitelyal

hiicrelerde VEGF, TNFa, LPS ve IL-1P uyarisi ile artmaktadir.

ESM-1"in tiimér anjiyogenez ve tiimor biiyiimesinde onemli bir rolii oldugu
ve akciger, karaciger, mide ve meme gibi bir¢cok kanserin patogenezinde rol oynadigi
tespit edilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda ESM-1 geninin hiicre ¢ogalmasi,
hiicre go¢ii, invazyon ve kanser hiicrelerinin yayilmasina sebep olan metastaz

olusumunda etkin rolii oldugu kesfedilmistir.

Meme kanseri diinyada akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer
almaktadir. Son yillarda meme kanseri olusumuna etki eden pekg¢ok gen tespit
edilmisir. Bu calismada meme kanserinde etkili olabilecek ESM-1 geni
mutasyonlarmin tespit edilmesi hedeflendi. Bu amagla, parafin bloktan elde edilen
DNA o6rnekleri ile ESM-1 geninin {i¢ ekzonuna sekans teknigi kullanilarak mutasyon

analizi yapild1.

Calismalar sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda bir vakada ekzon2’de
daha once tespit edilmemis bir sessiz mutasyon bulunmustur. Yine farkli bir vakada
ekzon2’de polimorfizm tespit edilmistir. Yaptigimiz sekans analizi sonucu dokuz
vakada ekzon3’lin poliA bolgesinde polimorfizm saptanmistir. Bu bolgeye
miRNA’larin  baglanmasi, s6z konusu polimorfizmin Onemli olabilecegini
gostermektedir. ESM-1 geninin meme kanseri iizerine etkisinin net bir sekilde

gosterilebilmesi i¢in daha kapsamli caligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: ESM-1, meme kanseri, metastaz, mutasyon, miRNA
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ABSTRACT

ESM-1 or ENDOCAN (endothelial specific molecule-1) is an proteoglycan secreted
by endothelial cells. Expression of this gene is regulated by cytokines. In endothelial
and epithelial cells ESM-1 expression is stimulated by VEGF, TNFa, LPS and IL-1.

ESM-1 has been shown to play an important role in tumor angiogenesis and growth.
It has been identified as playing a pathogenic role in lung, liver, stomach and breast
cancer, among others. In recent work, ESM-1 was found to play an active role in cell

growth, migration and invasion thus implicating it in cancer metastasis.

Breast cancer is one of the most common types of cancer in the world. In recent
years, many genes involved in breast cancer development have been identified. In the
work presented here, the aim was to identify whether mutations in the ESM-1 gene
may play a role in breast cancer. DNA samples were isolated from paraffin-
embedded pateint tissue samples and the three exons of the ESM-1 gene were

sequenced to identify possible mutations.

In one of the samples, a previously identified silent mutation was found in exon two.
In another, a polymorphism in exon two was identified. Based on the sequencing
results, a polymorphism was identified in the polyA region of exon three in nine of
the samples. As this is a region in which miRNAs are known to bind, this
polymorphism could be important. To determine the effect of ESM-1 in breast

cancer a more comprehensive study is necessary.

Keyworkds: ESM-1, breast cancer, metastasis, mutation, miRNA
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1.GIRIS

Meme kanseri diinyada akciger kanserinden sonra en sik goriilen ikinci kanser
tiiridiir ve kadinlarda kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedenidir [1]. 20- 34 yas aras1
geng kadinlarda %12 oraninda goriilen meme kanseri gelismis iilkelerde kadinlarda
en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir [2]. Meme kanserinin 30 yasindan once
goriilmesi nadir olmakla beraber, bu yas1 takip eden tireme doneminde hizli bir artig
gosterir. Bu artis menapoz sonrasinda da yavas bir seyirle ylikselmeye devam eder
[3]. Bu nedenle 85 yasindaki her 9 kadindan birinde meme kanserinin olusabilecegi
tahmin edilmektedir [1]. Ayrica kadinlarda kansere bagli 6liimlerin %18’i meme
kanseri nedeniyle olusmakta ve meme kanserine bagli 6liimler; akciger ve kolorektal
kanserlerden sonra iist siralarda yer almaktadir [4,5].

Meme kanseri olusumuna yol acan ya da ilerlemesini hizlandiran bir¢ok faktor
ileri siiriilmistiir [6,7]. Bu nedenle meme kanseri olan hastalarda hastaligin seyrini
iyi belirleyebilmek i¢in daha iyi metodlarin gelistirilmesi gerekmektedir. Son yillarda
bu konudaki genetik c¢alismalar hizla artmaktadir. Meme kanseri tarama
programlarinin daha etkin olarak gerceklestirilmesi, gelismis tan1 ve teknik
yontemlerle hastalik erken evrede teshis edilebilmektedir.

Genis genetik veri tabanlarinin olusturulmasi1 ve arastirmalarin maliyetinin
azaltilmasiyla, aragtirmacilar ¢esitli meme kanseri gen ekspresyon c¢aligmalart i¢in
cok sayida potansiyel prognostik belirtecler elde edeceklerdir [8].

ESM-1 (Endothelial Cell Specific Molecule-1, Endotel hiicre spesifik molekiil-1
geni; Endokan) olarak da adlandirilmaktadir. ESM-1 ilk olarak endotelyal hiicreler
tarafindan salgilanan ¢dziinebilir bir proteoglikan olarak tanimlanmustir. ki intron ile
ayrilan ii¢ ekzondan olugsmaktadir. ESM-1 tiimor anjiyogenez ve timor biiylimesinde
onemli bir rol oynar.

ESM-1 ekpresyonu endotelyal ve epitelyal hiicrelerde VEGF, TNFa, LPS ve IL-
1B uyarist ile artmaktadir. Yapilan calismalar ESM-1 geninin bazi kanser tiirlerinde
(karaciger, akciger ve bobrek kanserleri) potansiyel bir biomarkir olabilecegini

gostermistir [9-11].



Biz bu ¢alismada ESM-1 genindeki mutasyonlarin daha 6nce c¢alisiilmamis olan
meme kanseri olusumundaki roliinii arastirdik. Bu c¢alismanin meme kanserinin
molekiiler temellerinin daha iyi anlasilmasina katki sunacagini ve yeni tedavi

hedeflerinin gelistirilmesinde yol gosterici olacagini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KANSER

Kanser, hiicrelerde  DNA’nin hasart sonucu hiicrelerin anormal veya
kontrolsiiz bir sekilde biiylimesi ve c¢ogalmasidir. Kanser hiicrelerinde, hiicre
cogalmasi, farklilagmasi ve sagkalimi olaylarin1 diizenleyen mekanizmalar ortadan
kalkar ve timér viicudun diger bolgelerine yayilarak doku ve organlarin islevini
etkiler. Kanser tiimor hiicresi davranig bakimindan benign ‘iyi huylu’ve malign ‘kotii
huylu’ olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.

Benign tiimorler c¢evredeki dokuya ya da viicudun uzak bdlgelerine
yayllmadan olustuklar1 yerde kalirken malign tiimdrler hem c¢evredeki normal
dokuya hem de kan ya da lenfatik sistem aracilifiyla uzak organlara yayilarak
metastaz olustururlar.

Kanser hiicrelerinin bagka doku bilesenleri ile etkilesimini degistiren
invazyon ve metastaz agisindan onem tasiyan iki 6zelligi vardir. Birincisi malign
hiicrelerin hiicre dis1 matris bilesenlerini pargalayarak kanser hiicresinin komsu
dokunun igine girmesini saglayan proteazlari salgilamasidir. Ikincisi kanser hiicreleri
anjioyogenezi hizlandiran biiylime faktorlerini salgilarlar [12].

Anjiogenezis olduk¢a karmasik bir mekanizma ile gergeklesir. Ekstraseliiler
matriks, biiyiime faktorleri, sitokinler ve bunlarin reseptorleri anjiyogenezde temel
rol oynar. Anjiogenezde yeni kandamarlar1 olusur. Olusan bu kandamarlar1 timor
hiicresi tarafindan salgilanan ve ¢evre doku endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini uyaran
biiyiime faktorlerine yanit olarak ortaya ¢ikar. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF) en 6nemli sitokindir. Tiimor hiicreleri anjiyogenik uyar1 sonucu olusan yeni
kilcallara kolayca girebileceginden kanser hiicrelerinin dolasima katilmasina ve
metastazin baglamasina imkan saglar [13].

Kanser hiicrelerinin en O6nemli Ozelliklerinden biride normal bir sekilde
farklilasma gostermemeleridir. Apoptoz hiicre farklilagmasinin en 6nemli 6gesidir.
Kanser hiicreleri normal farklilasma programini izlemek yerine siirekli aktif olarak
cogalirlar. Kanser hiicresinde apoptoz goriilmediginden normal hiicrelere gore daha

uzun yasarlar. Timor hiicrelerinin apoptoza ugramamast hem primer timor



hiicresinin gelismesine hemde metastatik hiicrelerin viicudun bagka boélgelerinde
canliliklarin1 korumalarini ve cogalmalarini saglar. Boylece kanser hiicrelerinin
anormal sekilde ¢ogalmalar1 saglanmis olur [12].

Kanser, hiicrenin ¢ogalmasini, farklilasmasini ve sag kalimini denetleyen
kritik genlerde ger¢eklesen degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Protoonkogenler
hiicrelerin biiylime, c¢ogalma, farklilagma ve apoptosis icin islev goren bircok
proteinin  sentezinden sorumludur. Protoonkogenlerin mutasyona ugramasi
sonucunda biiylime faktorlerinin asir1 liretimi, transkripsiyon faktorlerinin sentezinin
artmasi, hiicre boliinmesine engel olunamamasi gibi sonuglar ortaya c¢ikmaktadir.
Boylece protoonkogenler onkogenlere doniismekte buda kanser hiicrelerinin
kontrolsiiz ¢cogalmalarina ve biiyiimelerine yol agmaktadir [14].

Onkogen aktivasyonu hiicrenin malign halinin devam ettirilmesinde kritik
oneme sahiptir. Onkogen aktivasyon mekanizmalar1 nokta mutasyonu, kromozomal
yeniden diizenlenmeler, gen amplifikasyonu ya da asir1 gen ekspresyonudur [14].

Timor baskilayicr genlerin  kodladigr proteinler, onkogenlerin aksine
hiicrenin ¢ogalmasini ve sag kalimimi baskilar. Timor silipresor genlerde
protonkogenler gibi hiicre yiizeyinde, sitoplazmada ve niikleusta bulunabilmektedir.
Rb ilk taninan tiimdr stipresor gendir. Transkripsiyonu diizenleyen en iyi diizenleyici

timor stlipresor genlere 6rnek olarak TP53, RB1 ve WT1 verilebilir [15].

2.2. MEME KANSERI

Meme kanseri kadinlarda goriilen en sik kanser olup, diinyada kansere bagh
6liimlerde ikinci sirada yer almaktadir. Amerikada tiim meme kanseri vakalarinin
yaklasik %6. 6’s1 40 yas, %2. 4’1 35, % 0.65°1 30 yas ve asagisinda tespit edilmistir

Diinyada meme kanseri 1975-2000 yillar1 arasinda ikiye katlanmistir. Bunun
sebebi insanlarin yasam sartlarinin gelismesi ile birlikte risk faktorlerinin artmasi
sOylenebilir. Meme kanseri insidansi artsada mortalite hiz1 son yillarda diisme
egilimi gostermektedir. Bu diisilis hastaligin erken teshisi, gelismis tedavi yontemleri

gibi birgok faktoriin etkisi ile ortaya ¢ikmaktadir [16].



Meme kanserinde erken tanida fiziksel muayene ve temel tan1 yontemlerinin
kullanilmast biiyiik 6nem arzetmektedir. Fiziksel muayene, kendi kendine muayene,
memenin radyolojik incelemeleri en ¢ok kullanilan yontemlerdir. Erken teshis
yontemleri ve tedavi yaklasimlari ile meme kanserinde mortaliteyi %30-%50
arasinda azaltabilecegi bildirilmektedir [17].

Mamografi erken tani, ucuz, kolay uygulanabilir ve kolay erisilebilir olma
ozellikleri ile tarama i¢in en uygun yontemdir. Mamografi kiiciik meme tiimorleri
icin yiiksek duyarlilikta ve Ozgiilliiktedir. Amerikan kanser dernegi tarafindan
kadinlarin 40 yasindan itibaren diizenli olarak mamografi g¢ektirmeleri tavsiye

edilmektedir [18].

2.3. MEME KANSERININ YAYILIMI

Meme kanseri oncelikle gogiisteki siit kanallar1 igerisinde baslar. Gogsiin
disina ¢ikan kanser ilk once koltuk alti lenf bezlerine sicrar. Bolgesel lenf bezleri
asan kanser hiicreleri kan dolasgimina katilarak baska organlara yayilarak metastaz

olusumuna sebep olur [19].

Metastaz; kanser hiicresinin ¢evresindeki hiicreleren ayrilmasi, ekstraselliiler
matriks i¢inde ilerleme, kan veya lenf damarlarina girme, dolasimdan yenibir dokuya
gecerek sekonder timor agmin gelismesi asamalarindan olugmaktadir. Hiicre
adezyonu, hiicre dongiisii kontrolii, anjiyojenik faktorler ve biiylime faktori

reseptorlerinin asir1 sentezi metastazin énemli diizenleyicileridir [7].

Tiimor biiylimesi ve metastaz gelisiminde, yeni kan damarlarinin olusumu
gereklidir. Yeni damar olusumunun bir¢cok diizenleyicisi vardir. Anjiyogenik
diizenleyiciler igerisinde en 6nemlisi ve lizerinde en ¢ok durulani vaskiiler endotelyal
bliyime faktorii (VEGF)’diir. VEGF, hipoksik veya iskemik kosullardaki
hiicrelerden salinarak anjiyogenezisi uyarir [20]. Anjiogenik faktorlerin sentezi ve
sekresyonu tiimoriin etrafindaki konak¢i dokuda bir kapiller ag olusturur. Meme

kanseri en sik kemik metastazi yapar. Iskelet sisteminde en c¢ok yerlestigi yer



kaburgalar ve kafatasi kemikleridir. Meme kanserinin en sik metastaz yaptigi

organlar akciger ve karacigerdir [6].

2.4 MEME KANSERI ILE IiLISKILI RiSK FAKTORLERI

Bir¢ok kanser gibi meme kanserinin de tam olarak nedeni bilinmemektedir.
Ancak epidomiyolojik caligsmalar risk faktorii olabilecek bazi kuvvetli bulgular
ortaya koymaktadir. Tim dilinyada yapilan aragtirmalar sonucunda bazi 6zelliklere
sahip olan kadinlarda meme kanseri goriilme riskinin daha yiliksek oldugu

belirtilmekte ve bu 6zellikler “risk faktorii” olarak adlandirilmaktadir [21-23].

2.4.1. Yas

Meme kanserine yakalanmada etkili olan risk faktorleri incelendiginde ileri
yasa sahip olmanin 6nemli bir risk faktorii olarak ele alindig1 goriilmektedir [24,25].
Meme kanserinin insidans1 45-50 yasindan sonra artmaktadir [16, 26].

55 yasin lizerindeki kadinlarin %64 ’iinde meme kanseri goriilme siklig1 yasa
bagli olarak artmaktadir. ABD’de meme kanseri olma riski 79-60 yas arasi
kadinlarda 1/13, 40-59 yas arasi kadinlarda 1/24, 39 yas ve daha gen¢ kadinlarda
1/229 olarak tahmin edilmektedir [27,28].

2.4.2. Cinsiyet

Cinsiyet meme kanseri i¢in en biiylik risk faktoriidiir, meme kanseri gerek
meme dokusunun gelisimi gerekse hormonal etkiler nedeniyle kadinlarda erkekler

gore yiiz kat daha sik goriilmektedir [16,29].

2.4.3. Ailesel Yatkinhik ve Genetik Faktorler

Ailede bir veya birden fazla birinci derece kan akrabalarinda meme kanseri
saptanmis olmasi ailevi meme kanseri olarak adlandirilmaktadir. Aile bireyleri
arasinda meme kanseri hastas1 bulunmasinin, kadinlarin meme kanserine yakalanma

olasiligim artirdig: ifade edilmektedir. Yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler aile



Oykiisii ve meme kanseri riski arasinda birinci derece akrabalarda (anne, kiz kardes
ve kiz cocugu) meme kanseri olma riskinin yaklasik 2 -3 kat risk tasidigi saptanmistir
[16,30]. Ayrica daha 6nce meme kanseri gegiren ve tedavi olan kadinlarin, diger
memelerinde kanser gelisme olasiliginin meme kanseri teshisi konulmamis kadinlara
gore 3-4 kat daha fazla oldugu ifade edilmektedir [25].

Genetik faktorler meme kanseri i¢in sinirli olmakla beraber 6nemli bir rol
oynamaktadir. Meme kanserinin yaklasik %5-%6’s1 kalitsal olarak kabul edilebilir
[16]. Meme kanseri otozomal dominant olarak kalitim yoluyla tasinmaktadir. Meme
kanserinde iki yaygin mutasyon olan BRCA1 ve BRCA2 genleri sirasiyla 17. ve 13.
kromozom {izerinde yer almaktadir. BRCA1 ve BRCA2 genleri hiicre
proliferasyonun kontroliinde, DNA hasar1 ve tamirinde gorev alan proteinler ve hiicre
dongiistiniin  kontrol noktalarinda gorev alan proteinler ile yakin iligkisi
bulunmaktadir.

BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonu tasityicilarinin meme ve over kanseri
gelisimi agisindan risk altinda olduklar1 aagtirmacilarin yapmis oldugu cesitli
caligmalarda tespit edilmistir. [31]. BRCA1 ve BRCA2 mutasyon tasiyicilarinda
meme kanseri yasam boyu risk % 80-85’dir [32].

2.4.4. Hormonal Faktorler

Meme kanseri gelisiminin hastanin dstrojene maruz kalma siiresiyle iliskili
oldugu saptanmistir. Meme kanseri ile yapilan bir¢cok calismada Ostrojen ve
progesteronun meme hiicreleri lizerinde biiyiimeyi ve proliferasyonu arttiric1 etkisi
oldugu ortaya koyulmustur [33].

Kadinlarin adet gérmeye erken yasta baglamalari, buna bagli olarak ilerleyen
yaglarda menopoz donemine girilmesi, fertil ¢agin uzamasina neden olmaktadir.
Bununla birlikte kadinin daha uzun siire 6strojen hormonuna maruz kalmasi sonucu
meme kanseri gelisme riskinin artirdigina isaret edilmektedir [21,34].

Kadinlarin ilk ¢ocugunu dogurma yasi meme kanserine yakalanma acisindan
onemli bulunmaktadir. Geng yasta Ozellikle 20 yasindan O6nceki hamilelik meme

kanseri insidansini belirgin bir sekilde azaltmaktadir. Bunun aksine hi¢ dogum



yapmamis veya ilk dogumunu 30 yas sonrasi yapan kadinlarda meme kanseri riski
iki kat artmaktadir [35].

Menars yasida meme kanseri gelisme riskini etkileyen dnemli bir faktordiir.
Erken menars ve ge¢ menopoz durumu bu saymin artisina neden olmakta ve yaklasik
olarak riski %30- 50 oraninda artirmaktadir. Bununla birlikte ge¢ menars ve erken

menopoz da bu riski ayn1 oranda azaltmaktadir [36].

2.4.5. Radyasyona Maruziyet

Radyasyon maruziyeti meme kanseri icin bilinen bir risk faktoriidiir. Atom
bombasina maruz kalanlarda ve dogum sonrasi memede abse, akne, asir1 tiiylenme
gibi nedenlerle radyoterapi alanlarda diisiik veya orta derece radyasyon dozlarindan
sonra meme kanseri gelisme riskinde artis gdzlenmistir. Otuz yasindan 6nce iyonizan
radyasyona maruz kalmak meme kanseri riskini artirmaktadir. Atom bombasina

maruz kalan kadinlarda meme kanseri riski 3 kat artmistir [37].

2.5. MEME KANSERINDE PROGNOSTIK FAKTORLER

2.5.1. Timor Cap1

Tiimor capt meme kanserinde tekrar etme riski ve Ozellikle erken evrede
hastalarda adjuvan tedavi se¢imi i¢in énemli ve giivenilir bir prognostik faktordiir.
Tiimoriin boyutu ne kadar kiiclikse hastalik o kadar 1y1 seyirli kabul edilebilir. Timor
boyutu arttik¢a, aksiller lenf diigiimii metastaz1 da artmakta ve buna bagl olarak
yasama siiresi azalmaktadir. Aksiller tutulum gosteren kiiciik ¢apli tlimorlerin

prognozu, biiyiik ¢apli olanlara gére daha iyidir [38].

2.5.2. Tiimor Diferansiyasyon Derecesi (Grade)

Meme kanserinde grade, prognozu belirleyen 6nemli bir etken olarak kabul
edilmistir. Meme kanserinde histopatolojik 6nem derecesine gore ii¢ grupta toplanir.
Prognozu iyi olanlar miisindz, tiibiiler, papiller; prognozu orta olanlar mediiler,

invaziv, lobiiler; prognozu kotii olanlar infiltrative ductal, atipik mediillerdir [39].



Tiumor diferansiyasyon derecesini belirlemede Scarff-Bloom-Richardson ve Fisher
en sik kullanilan sistemlerdir. Her iki sistemde de mitoz sayisi, nukleus ve hiicrenin
sekli, tubuler ve glandiiler yap1 olusturma 6zelligine bakilir. Fisher sisteminde grade
I ve II olan olgular iyi prognozlu grade III olan olgular ise kotii prognozlu kabul
edilmistir.Yiiksek gradeli tiimorlerin prognozu koétiidiir ve erken metastaz yapar

bununla birlikte sagkalim kisalir [7].

2.5.3. Hormonal Reseptorler

Ostrojen reseptorii (ER), Progesteron reseptorii (PR):

Bir hormona 6zel noktalarda baglanarak onlar1 diizenleyen, intraselliiler ya
da membran protein niteligindeki molekiiller reseptdr olarak adlandirilir. Ostrojen ve
progesteron reseptorleri; intraselliiler proteinler olup, konsantrasyon degisimine bagh
olarak, dolagimdan hiicre i¢ine alinan, hormon molekiiliine segici olarak baglanarak
hormon reseptor kompleksini olustururlar. Aktive olan hormon-reseptor kompleksi,
niikleus icindeki hormon yanit elementleri olan kisa DNA sekanslarina baglanir ve
fizyolojik hormon aktivitesini saglayan transkripsiyonu gerceklestirirler [40].

ER ve PR pozitif tlimorler hormonal tedaviye yanit verir ve daha iyi prognoz
gosterirler. ER ve PR pozitifligi hormonal tedaviye yanitin en onemli belirleyici
faktoriidiir [41]. ER ve PR pozitifligi postmenopozal donemde, premenopozal
donemden daha fazladir. In situ duktal karsinomalarda (siit kanallarindaki erken
evreli kanser) niikleer grade arttikca ER ve PR pozitifliginin azaldig1 saptanmistir

[42].

2.5.4. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

Vaskiiler Endotel Biiylime Faktorii (VEGF), 6zellikle endotel hiicreleri igin
0zgiil etkilere sahip olan multifonksiyonel bir biiylime faktorii ailesidir [43]. Endotel
hiicrelerinin proliferasyonunu, hiicre migrasyonunu kolaylastirir ve apopitozu inhibe
eder [44,45]. VEGF, hem gelisim sirasinda, hem de yetiskinde vaskiilogenez ve

anjiogenez i¢in dnemli bir etkendir [46,47]. VEGF’lin asir1 ekspresyonu ozellikle
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invaziv meme kanserlerinde mikrodamar yogunlugunda artis ve nod negatif meme

kanserlerinde yineleme ile iliskili bulunmustur [6].

2.6. MEME KANSERINDE ETKIiLi ONKOGENLER

2.6.1. Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii (EGFR)

Epidermal biiytime faktorii reseptorii (EGFR) hiicrelerin yiizeyinde bulunan
ve epidermal biliylime faktorii EGF’nin baglandig1 bir proteindir. Hiicre membran
reseptorii olan EGFR ailesi; HER1 (EGFR), HER2, HER3 ve HER4’den olusur.
Epidermal biiytime faktorii EGFR’ye baglandig1 zaman, tirozin kinaz enzimini aktif
hale getirerek hiicrelerin biiylimesine ve ¢ogalmasina neden olan reaksiyonu tetikler.
EGF’nin reseptoriine baglanmasi sonucu reseptor uyarilir ve EGF hiicre igine alinip
EGFR’nin otofosforilasyonunu ve diger hiicre i¢i substratlarin fosforilasyonunu
saglar. EGFR, EGF varliginda asir1 derecede boliinerek ¢ogalan kanser hiicrelerinin
birgok tipinde hiicre ylizeyinde oldukca fazla bulunur.

EGFR gen amplifikasyonun kotii prognoz ile iliskili oldugu bircok
karsinomada gosterilmigltir [48,49]. EGFR’ {in meme kanserlerinde asir1 eksprese
oldugu gozlenmistir. ER ve PR negatif timorlerde EGRF pozitifligi 2 kat fazla
bulunmustur [6, 7].

2.6.2. CerbB-2 (HER2/Neu)

HER-2/Neu, diger adi ile cerbB-2 olarak isimlendirilen bu onkogen 17.
kromozomda ql2 bdlgesine yerlesmis olup, protein iriinii hiicre boliinmesi ve
farklilasmasinda  gorev  almaktadir. Asirn  ekspresyon nedeniyle kanser
patogenezinede rol alan bu onkogen, meme kanseri i¢cin Onemli bir prognostik
belirte¢ olarak kabul edilmektedir [50]. CerbB-2 geninin asir1 ekspresyonu meme
kanserlerindeki transforme hiicrelerin %10-40’1nda tespit edilmistir. Bu onkogonenin
ekspresyonunun artmasi ile tiimor siddetininde buna bagli oranda arttif1 tespit
edilmistir [51]. C-erbB2 pozitifligi, daha cok yiiksek histolojik grade, ER ve PR

negatif, lenf nodu pozitif ve yiiksek proliferasyon orani gosteren meme kanserlerinde
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gorilmekte ve bu durum genellikle kotii prognozu gostermekle beraber sag kalimda
azalma ile iligkili bulunmustur. ER, PR ve c-erbB2 reseptdrlerinin her ii¢linlinde

negatif oldugu olgular triple negatif meme kanserleri olarak adlandirilir [52].

2.6.3. c-Myc Geni

c-Myc geni kromozom 8q24 bolgesine lokalize olup hiicre proliferasyonunun
regiilasyonunda etkili bir protein kodlar. C-Myc proteini hiicre g¢ogalmasi, hiicre
farklilagsmas1 ve apoptoz ile ilgili genlerin transkripsiyonlarini diizenlemekte gorev
alir [53]. c-Myc gen amplifikasyonu hiicre dongiisiiniin bozulmasina sebep olur ve
p53’e bagh yoldan hiicrenin apoptoza géonderilmesinde rol oynar. c-Myc geninin asir1
eksprese olmasi ve gen yapisinda meydana gelen degisiklikler meme kanserinin
olugmasina sebep olmaktadir [54]. c-Myc gen amplifikasyonu meme kanserinde en
stk karsilstigimiz genetik degisikliklerden biridir. Meme kanserlerinin 1/3’i bu
genetik degisikligi tasimaktadir [55,56].

2.7. MEME KANSERINDE ETKIiLi TUMOR BASKILAYICI GENLER

2.7.1. TP53 Geni

TP53 geni 17. kromozom iizerinde yerlesmis olup hiicre dongiisiiniin
durmasinda, DNA onarimi, apoptoz gibi kritik hiicresel fonksiyonlarin
diizenlenmesinde gorev almaktadir. TP53 meme kanseri dahil olmak iizere akciger,
mide, beyin gibi bir¢cok kanser tiiriinde mutant durumda bulunmaktadir [57].

TP53’tin mutant olmast ile meme kanserlerinde malign histopatolojik
Ozellikler arasinda yakin iligki bulunmaktadir [58]. Meme kanserinde yapilan
caligmalar TP53 ekspresyonu ile yliksek tiimor derecesi, yliksek proliferasyon
indeksi, ER ve PR yoklugu arasinda yakin iligki oldugu tespit edilmistir. Teshis
sirasinda lenf nodu metastazina sahip olanlar kadar kisa yasam siiresi ile TP53
ekspresyonu arasinda prognostik bir anlamlilik tespit edilmistir [59].

Meme kanserlerinin yaklasik %:20-30’unda TP53 geni inaktivasyonu
gozlenmektedir. TP53 mutasyonlarinin tespiti i¢in in situ’dan invazif karsinomaya

gecis icin bir marker olarak kullanilabilir. In situ duktal karsinomlar da TP53
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mutasyonu gozlenmedigi, bunun yanisira meme karsinogenezinin erken evrelerinde

TP53’{in mutasyona ugradigi saptanmistir [60,61].

2.7.2. ATM Geni

ATM (Ataxia telangiectasia mutated ) geni 11. kromozom iizerinde bulunur.
Cok uzun ve kompleks bir gendir. ATM DNA c¢ift zincir onariminda, hiicre dongiisii,
transkripsiyonel diizenleme ve apoptoz aktivasyonunu diizenleme gibi pekcok
islevde rol oynamaktadir. ATM geni resesif olarak kalitilir. Cok sayida mutasyon
gozlenir. Iki hasarli mutant allel hastalik gelisimine neden olur. Meme kanseri i¢in

biiyiik risk tagir [62].

2.8. AILESEL MEME KANSERI VE YATKINLIK GENLERI
2.8.1. BRCA1 ve BRCA2 genleri

BRCAT1 geni 1721 kromozomu iizerinde localize olup 24 ekzona sahiptir
BRCA2 ise 13q12.3’te lokalizedir ve 27 ekzondan olusmaktadir.. BRCA1 geni 1863
amino asitlik, BRCA2 geni ise 3418 aminoasitlik bir proteini kodlar. BRCA1 ve
BRCA2, DNA tamirinde, transkripsiyonel regiilasyonda, hiicre biiyiime kontroliinde
rol oynar. Meme kanserine sahip ailelerin ¢gogunda BRCA1 ve BRCA2 germ soyu
mutasyonlart saptanmistir. Meme ile birlikte ovaryum kanserine yatkinlik geni
tasiyan ailelerde BRCA1 ile %80’e yakin iligki tespit edilmistir. Gene 6zgii meme
kanseri ailelerde BRCA1 igin bu oran % 45 iken BRCA2 igin %35 tir [63].

2.9. EVRELEME

Meme kanserinde evreleme yalnizca hastaya hangi tedavinin secilecegi ve
prognozun nasil olacagi konusunda bilgi vermekle kalmaz, ayni zamanda farklh

tedavi tiplerinin kiyaslanmasina da imkan saglar [64].
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2.9.1. Meme Kanserinde Evreleme

Meme kanseri evrelemesinde AJCC 2002 (American Joint Committee on
Cancer) evreleme sistemi kullanilmaktadir ve TNM (Timdr-Nod-Metastaz)
siniflamasina gore yapilmaktadir. TNM sisteminde T harfi primer timdr boyutunu, N
bolgesel lenf diiglimlerini, M ise metastazi temsil etmektedir [65,66].

Primer tiimor

Tx Degerlendirilemeyen primer timor

To Primer tiimore ait bulgu yok

Tis In situ karsinom

Tis(DKIS) Duktal karsinom in situ

Tis(LKIS) Lobuler karsinom in situ

Tis(Paget) Meme basinin paget hastaligi (primer baska tiimor yok)
T1 En biiyiik cap1 < 2,0 cm tiimor

Tlmic En biiytik ¢ap1 < 0,1 cm mikroinvaziv timor

Tla Tiimor ¢ap1 > 0,1 cm, ancak < 0,5 cm

T1b Tiimor ¢ap1 > 0,5 cm, ancak < 1,0 cm

Tlc Tiimor ¢ap1 > 1,0 cm, ancak < 2,0 cm

T2 Tiimor ¢ap1 > 2,0 cm, ancak < 5,0 cm

T3 Tiimor ¢ap1 > 5,0 cm

T4: Gogiis duvar1 (GD) (a) veya deri (b) tutulumu

T4a: Gogiis duvarina invazyon

T4b: Memede 6dem (portakal kabugu goriintiisii ile, peau d’orange), cilt iilseri
veya ayni memede uydu (satellit) cilt nodiillerinin olmasi

T4c: T4a ve T4b birlikte

T4d: Inflamatuar meme karsinomu
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Bolgesel lenf nodlar1 (N)

Klinik simiflama

* NX: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor

* NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

* N1: Hareket edebilen ipsilateral aksiller lenf nodlarina metastaz

* N2: Birbirine veya cevreye yapisik ipsilateral aksiller lenf nodu metastaz1 veya
klinik olarak aksilla (-) ancak ipsilateral internal mamaryan lenf nodu metastazi

* N2a: Birbirine veya ¢evreye yapisik aksiler ipsilateral lenf nodu metastazi

* N2b: Klinik olarak aksilla (-) iken, klinik ipsilateral internal mamaryan lenf nodu
metastazi

* N3: Ipsilateral aksiller lenf nodu tutulumu ile birlikte internal mammaryan lenf
nodu metastazi veya infraklavikiiler lenf nodu metastazi veya supraklavikiiler lenf
nodu metastazi.

* N3a: Ipsilateral infraklavikiiler lenf nodu metastazi

* N3b: Internal mamaryan lenf nodu ve birlikte aksiller lenf nodu metastaz

* N3c: Ipsilateral supraklavikiiler lenf nodu metastaz

Patolojik simiflama

pNX: Degerlendirilemiyor, daha Onceden lenf nodlar1 c¢ikarilmig, ya da hig
¢ikartilmamas.

NOb: Histlojik olarak rejyonel lenf nodu metastazi yok, izole tiimor hiicreleri i¢in ek
inceleme yapilmamis.

pNO (i-): lenf nodu metastaz1 yok THK (-)

pNO (i+):histopatolojik olarak lenf nodu metastazi, IHK boyamada izole tiimér hiicre
kiimeleri 0.2 mm’den kiigiik

pNO (mol-): Histolojik olarak lenf nodu metastazi yok, molekiiler bulgular negatif
(RT-PZR)

pNO (mol+): Histolojik olarak lenf nodu metastazi yok, molekiiler bulgular +(RT-
PCR)

pN1: 1-3 aksiller lenf nodlarinda metastaz ve/veya internal mammaryan lenf

nodlarinda mikrometastaz (klinik olarak (-))
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pNImi: Mikrometastaz (>0.2 mm, <2 mm)

pNla: 1-3 aksiller lenf nodlarinda metastaz

pN1b: internal mammaryan lenf nodlarinda mikrometastaz (klinik olarak (-))

pNlc: 1-3 aksiller lenf nodlarinda metastaz ve/veya sentinel lenf nodu diseksiyonu
ile saptanan internal mammaryan lenf nodlarinda mikrometastaz (klinik olarak (-)).
Eger 3’den fazla + aksiler lenf nodu ile birlikte ise pN3b olarak tanimlanir

pN2: 4 - 9 aksiller lenf nodlarinda metastaz veya aksiler lenf nodu metastaz1 olmadan
klinik olarak internal mammaryan lenf nodlarinda metastaz

pN2a: 4 - 9 aksiller lenf nodlarinda metastaz (en az biri >2mm)

pN2b: Aksiller lenf nodu metastazi olmadan klinik olarak internal mammaryan lenf
nodlarinda metastaz

pN3: 10 veya daha c¢ok aksiller lenf nodlarinda metastaz, veya infraklavikular lenf
nodlarinda metastaz, veya 1-3 aksiller lenf nodu metastazi varliginda internal
mammaryan lenf nodlarinda metastaz (klinik olarak (+)), veya >3 aksiller lenf nodu
metastaz1 varliginda internal mammaryan lenf nodlarinda mikrometastaz (klinik
olarak (-)), veya ipsilateral supraklavikuler lenf nodu metastazi

pN3a: 10 veya daha ¢ok aksiller lenf nodlarinda metastaz, infraklavikular LN’da
metastaz,

pN3b: 1’den fazla aksiller lenf nodu metastazi varliginda ipsilateral internal
mammaryan lenf nodlarinda klinik olarak (+), veya >3 aksiller lenf nodu metastazi
varliginda internal mammaryan lenf nodlarinda mikrometastaz (klinik olarak(-))
pN3c: ipsilateral supraklavikuler lenf nodu metastazi

Uzak metastaz (M)

* MX: Uzak metastaz belirlenemiyor

* MO: Uzak metastaz yok

* M1: Uzak metastaz

AJCC 2002 Meme Kanseri Evrelemesi
Evre 0  Tis, NO, MO
Evrel«TI1, NO, MO
Evre I1A » TO, N1, MO
*T1, N1, MO



* T2, NO, MO
EvrellB « T2, N1, MO
* T3, NO, MO
Evre I1IA « TO, N2, MO
* T1, N2, MO
* T2, N2, MO
* T3, N1, MO
* T3, N2, MO
Evre I1IB « T4, NO, MO
* T4, N1, MO
* T4, N2, MO
Evre IIIC « Herhangi bir T, N3, M0
Evre IV« Herhangi bir T, herhangi bir N, M1

16
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3. ESM-1 (Endokan) GENI

ESM-1 kanda serbest dolasabilen dermatan siilfat proteoglikan olarak
tanimlanmistir. Endotel hiicrelerden salgilanmaktadir. ESM-1, HUVEC hiicre
hattindan ¢cDNA kiitiiphanesinden klonlanmistir. ESM-1'in ¢cDNA sekansinda 552
niikleotitlik kismi okunmaktadir [67,68]. Bu genin asir1 ekspresyonunun timor
biliylimesi, gelismesi ve anjiojenez olusumunda Onemli bir rolii vardir [69,70].
Endotel hiicrelerinde ESM-1"in mRNA ekspresyonu anjiojenik faktorler, (VEGF) ve

tiimor nekroz gibi enflamatuar sitokinler (TNF) tarafindan diizenlenir [71-73].

3.1. ESM-1 GEN YAPISI

ESM-1 insanlarda besinci kromozom iizerinde 5q11.2 bolgesine yerlesmis olup 2
intron tarafindan ayrilarak 3 ekzon halinde diizenlenmistir. Ekzonl 370 bp, ekzon2
150 bp ve ekzon3 1568 bp uzunlugundadir [74, 75].

Bu genin ekspresyonu endotel bagimli patolojik bozukluklarda rolii olan

sitokinler tarafindan diizenlenmektedir [76].

Exonl(370bp)
Exon2(150 hp)

Exon3(1568bp)

<~ 1

|

2070 bp 2561 bp

Resim1. ESM-1 geninin sematik gosterimi

ESM-1’in Iki izoformu bulunmaktadir. Birinci izoformu 184 amino sahip iken

ekzon2’nin olmadig ikinci izoform 134 amino asite sahiptir [76].



18

Tablo 1. ESM-1 geninin izoformlari
ESM-1 184 aa
ESM-1 (A2) 134 aa

3.2. ESM-1 GENININ DiGER GENLERLE ILISKiSi

VEGF, ozellikle endotel hiicreleri i¢in 0zgiil etkilere sahip olan
multifonksiyonel bir biiylime faktoriidiir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda VEGF’in
ESMI1 gen ekspresyonunu artirdigi saptanmistir [9-11].

LFA-1 bir heterodimerik transmembran glikoproteindir ve alfa/beta olmak
izere iki alt boliimden olugmaktadir. Alfa boliimiiniin adi ITGAL (CD11A) olup,
beta boliimiiniin ad1 ise ITGB2 (CDI18)’dir [77]. ICAM-1 ise LFA-1’in karsi
reseptoriidiir [78]. ICAM ve LFA-1 etkilesimi bircok hiicresel olay agisindan onem
tasimaktadir [79,80].

ESM-1, insan kanindaki lenfositlerin, monositlerin ve Jurkat hiicrelerinin
yiizeyinde bulunan LFA-1 proteinine dogrudan baglanmaktadir. Bu etkilesim bazi
kimyasal iyonlara (Ca*", Mg*", Mn®") bagh bir sekilde meydana gelmektedir. Bu
baglantidan dolayi ESM-1 geninin LFA-1/ICAM-1 yolagin1 diizenledigi sdylenebilir.
Ayrica ESM-1 geni ile ITGAL, ICAM genleri arasindaki iliski [81] (sekil2’de)
damarda dolasan lenfositlerin inflamatuvar bolgelere cagrilmasini ve LFA-1 bagimh

lokosit adhezyonu ve aktivasyonunu da etkilemektedir [82].
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Resim2. ESM-1 geninin diger genlerle iliskisinin sematik gdsterimi [81]

3.3. ESM-1 GENININ HASTALIKLARLA TLISKIiSi

ESM-1 geninin son zamanlarda yapilan aragtirmalarda bobrek, karaciger ve

akciger kanseri gibi bir¢ok kanser tiiriinde rolii tespit edilmistir [9-11, 68].

3.3.1. ESM-1 Geninin Mide Kanseri Ile iliskisi

Mide kanseri en agresif malign tiimorlerden biridir. Cinde kanserden
Oliimlerin en 6nde gelen sebeplerinden biridir [83,84]. Erken teshis ile hayatta kalma
sans1 Onemli 6l¢iide arttirilabilir. Bununla birlikte spesifik biomarkirlarin eksikligi

hastaligin erken teshisine engel teskil etmektedir. Liu Ni ve arkadaglarinin yapmis
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oldugu ¢alismada tiimor epitelyumda ESM-1’1n asir1 ekspresyonun uzak metastaz ile
onemli 6l¢iide iliskili oldugu tespit edilmistir. Ayrica mide kanseri ve normal doku
orneklerinde yapilan immiinohistokimya analizleri sonucu mide kanser doku
orneklerinde yliksek ESM-1 ekspresyonu izlenmistir. Ayrica ESM-1 ekspresyonunun
hastalarin yasam stiresi ile iligkili oldugu tespit edilmistir. Yiiksek ESM-1

ekspresyonunun hastalarin yasam siiresinin kisaldig1 saptanmistir [9].

3.3.2. ESM-1 Geninin Bobrek Kanseri ile iliskisi

Bobrek kanseri kotii prognoz gosteren bir kanser tlirlidiir. Son yillarda
anjiogenezi hedef alan yeni tedavi yaklasimlari metastaz olusumunun tedavisinde
olumlu sonuglar vermektedir. VEGF antikorlar1 VEGF’in biyolojik aktivitesini
etkisiz hale getirdiginde metastaz1 olan hastalarda sag kalim siiresinin uzadigi
gozlenmigtir. Sunutinib bobrek karsinomada VEGEF’i etkisiz hale getirmek igin
kullanilan bir VEGF antikorudur (11). Bobrek karsinomada VEGF’in indiikleyerek
ESMI1 ekspresyonunu artirdigi saptanmistir [9,85].

Leroy X ve arkadaglarinin bobrek kanserinde sunitinib kullanarak VEGF’1
etkisiz hale getirdiklerinde ESM-1’in  salintmmin  kontrol edilebildigini
saptamiglardir. Ayrica bobrek tiimor hiicrelerinde ESM-1" in ekspresyonunun normal
bobrek hiicrelerine gore arttigini tespit etmislerdir. Yapilan ¢aligmalar ESM-1" in

bobrek kanserinde biomarkir olarak kullanilabilecegini géstermektedir [11].

3.3.2. ESM-1 Geninin Karaciger Kanseri le Tliskisi

Karaciger kanseri diinyada yaygin olan kanserler arasinda besinci sirada yer
almakla beraber kansere bagli dliimlerde tliglincii sirada yer almaktadir [86]. Son
yillarda yapilan ¢aligmalarda hastaligin molekiiler mekanizmasinin anlagilmasi i¢in
yeni tedavi yaklasimlarina ihtiya¢ vardir. Bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde oldugu
gibi karaciger kanser tedavisi icinde anti-anjiyogenez umut verici bir yaklagim
olmustur. Tiimdr endotelyal hiicreleri anjiyogenez olusumunda etkin bir rol
oynamaktadir. Endotelyal hiicrelerin farkli organ, doku ve tiimorlerdeki heterojen
yapist endotelyal hiicrelerin kanser tedavisinde yeni hedef olabilecegini

gostermektedir [10].
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Son yillarda yapilan ¢alismalar metastazin diger kanser tiirlerinde oldugu gibi
karaciger kanseri olusumunda da ¢ok dnemli bir yere sahip oldugunu gostermistir.
Hiicre gocii ve invazyon tiimor biiyiimesi i¢in ¢gok dnemlidir; ¢iinkii bunlar metastaz
olusumunu diizenlemektedir. Daha 06nce yapilan c¢alismalarda ESM-1’in
ekspresyonunun karaciger kanser dokularinda arttig1 tespit edilmistir. ESM-1 siRNA
ile baskilandiginda metastaz olusumuna etkisi olan hiicre gog¢li ve invazyon
olusumunun azalmig oldugu tespit edilmistir. Bunun sonucunda ESM-1"in karaciger

kanseri i¢in bir biomarkir olabilecegi saptanmistir [86, 87].
3.3.4. ESM-1 Geninin Akciger Kanseri ile Iliskisi

Akciger kanseri kanserden oOliimlerin en Onde gelenidir [88]. Diinyada
goriilme sikliginin giderek artmasi ile hastaligin molekiiler mekanizmasinin
anlagilmasi i¢in yeni tedavi yaklagimlari gelistirilmistir [89]. Vaskiiler Endotel
Biiyiime Faktorii (VEGF), o6zellikle endotel hiicreleri i¢in 6zgiil etkilere sahip olan
multifonksiyonel bir biliylime faktoriidiir [43]. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda VEGF
ille ESM-1 arasinda anlamli bir iliski saptanmaktadir [9-11]. Akciger kanser
hiicrelerinde yapilan ¢alismada VEGF’in ESM-1 ekspresyonunu arttirdigi
saptanmistir. Bunun sonucunda ESMI’in akciger kanseri i¢in bir biomarkir

olabilecegi saptanmistir [89].

3.3.5. ESM-1 Geninin Meme Kanseri fle Tliskisi

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen malign tiimor olup
kadinlarda goriilen tiim kanserlerin yaklasik % 30' unu olusturmaktadir. Kanser 6liim
nedeni olarak akciger kanserinden sonra ikinci siradadir [16]. van’t Veer LI ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismada 98 meme kanseri kadin hastadan alinan
orneklerde 5000 gene mRNA microarray analizi yapilarak ekspresyonu farklilik
gosteren 70 gen saptanmistir. Ekspresyonu farkli ¢ikan bu genlerin (cyclin E2,
MCM6, RAB6B ve ESM-1) hastaligin prognozunu belirlemede 6nemli oldugu ve
ESM-1"in ekspresyonunun bu hastalarda artig1 tespit edilmistir. ESM-1’in prognozu

kotii olan hastalarda biomarkir olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir [9].
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4. GEREC VE YONTEM

2003 ve 2005 yillar1 arasinda arasinda Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi
Genel Cerrahi Anabilim Dali'nda meme kanseri nedeniyle ameliyat edilen
hastalardan tiimor ve metastaz doku ornekleri alindi. 30 olgunun timor ve metastaz
ornekleri ESM-1 geninin Ekzonl, Ekzon2’ve Ekzon3’de calisildi. Calisma grubu
lenf nodu metastazi olan ve timor olarak iki gruba ayrildi. Her iki ¢alisma
grubundaki hastalarin primer tiimoriine ait parafin bloklarindan doku 6rnekleri alinip

DNA izolasyonlar yapildi.

4.1. PARAFIN BLOKTAN DNA iZOLASYONU

Lenf nodu metastazi saptanan ve timor doku gruba ait parafin bloklardan
DNA izole edebilmek i¢in oncelikle klasik yontemle (ksilol ve azalan alkol serileri)

dokular parafinden arindirildi. DNA izolasyonu igin Invitrogen PureLink ™

Genomic DNA Kit For purification of genomic DNA (Kat no: K1820-02) kiti
kullanildi. Kisaca parafinden arindirilan dokular tizerine 40 pl proteinaz K ve 380 pl
parcalama soliisyonu eklenerek 55°C’de gece boyunca yaklagik 14-15 saat
inkiibasyona birakildi. 13.000 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek yeni tiipe aktarilan
supernatant lizerine 40 ul RNase A ilave edildi ve 2 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. 400 pl liziz baglama soliisyonu eklendi ardindan 400 ul %99 etanol eklendi
vortekslenerek iki ayri spin kolona aktarildi. 10.000 g’de 1 dk 25 °C’de santrifiij
edildi. Kolona baglanan DNA yikama soliisyonu 1 ve 2 ile yikandi. DNA’y1 ¢6zmek
icin 100 pl eliisyon soliisyonu eklendi ve DNA’lar -20 °C’de sakland.

4.2. DNA AMPLIFIKASYONU

ESM-1 geninin ii¢ ekzon bolgesinde mutasyon bolgesini analiz etmek igin

primer tasarlandi.
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Birinci ekzon i¢in Forward Primer 5> AGCAAAGACCACGACTGGAG 3°,
Reverse Primer 5> GGGAGAGGTAAGGGGTCACT 3’ kullanildi. Yaklagik 373
bp’lik bolge polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile amplifiye edildi

Ikinci ekzon i¢in Forward Primer 5° TTGGTTCAAATCGCAAGGCT 3’,
Reverse Primer 5’ ACCCACCGTTCCCCTGAGTA 3’kullanildi. Yaklasik 383 bp’lik

bolge amplifiye edildi.
Uclincii ckzon i¢in Forward Primer 5
GCAAAACTGTGTTGTCTTTGAGCTA 3, Reverse Primer 5’

TTCTGGATCCACCATGCATCACA 3’ kullanildi. Yaklagik 306 bp’ lik bolge
amplifiye edildi.

Tablo 2. PZR reaksiyonunuda kullanilan primer ciftleri ve sirast

Calisilan Primer ciftlerinin baz sirasi 5°-3° Uriiniin

Gen uzunlugu

ESM1 bp

EKZONI1 | Forward | AGCAAAGACCACGACTGGAG 373 bp
Reverse | GGGAGAGGTAAGGGGTCACT

EKZON?2 | Forward | TTGGTTCAAATCGCAAGGCT 383 bp
Reverse | ACCCACCGTTCCCCTGAGTA

EKZON3 | Forward | GCAAAACTGTGTTGTCTTTGAGCTA | 306 bp
Reverse | TTCTGGATCCACCATGCATCACA

4.3. PRIMERLERIN HAZIRLANMASI

Liyofilize durumdaki primerlere kullanma talimatinda belirtilen miktarda 1x
TE (Tris-EDTA) eklenerek 100pmol/ml’lik stok ¢ozeltiler hazirlandi. PZR isleminde
kullanilmak tizere stoktan 20 pL alinarak 80 uL 1x TE tamponu eklendi.



4.4. GRADIYENT PZR

Her ekzon i¢in gradiyent PZR yapildi. Deneyler boyunca kullanilacak olan
gradiyent PZR islemi i¢in belirlenen karigim soliisyonu su sekilde belirlendi:

Total PZR reaksiyon karisimi her bir 6rnek i¢in 25 mikrolitre olacak sekilde
hazirlandi. 10X buffer, MgCl, (25mM), dNTP, primerler, H,O ve Taq Polimerazdan

olusan karisim her bir reaksiyon tiipiine dagitildi ve en son DNA 6rnekleri eklendi.

Tablo 3. Gradiyent PZR i¢in kulanilan soliisyon karisimi

Soliisyon Miktar
10X Buffer 2,5 ul
MgCl, 2,5ul
dNTP 0,5 ul
Forward Primer |0,5 pl
Reverse Primer | 0,5 pl
Taq polimeraz 0,2 ul
H,0O 16,3ul
DNA 2 ul

Gradiyent PZR yapmak iizere ESM-1 i¢in belirlenen program kosullari su sekildedir.

Tablo 4. ESM-1 i¢in izlenen PZR programi

On Denatiirasyon 95 °C 5 dakika

Denatiirasyon 94 °C 30 saniye

Primer baglanma 55-65 °C 30 saniye

Uzama 72 °C 1 dakika 38 dongii
Son uzama 72 °C 5 dakika




25

4.5. NORMAL PZR

Deneyler boyunca kullanilacak olan normal PZR islemi i¢in belirlenen master

miks soliisyonu su sekilde belirlendi:

Tablo5. Normal PZR i¢in kulanilan soliisyon karisimi

Soliisyon Miktar
10X Buffer 2,5 ul
MgCl, 2,5ul
dNTP 0,5 ul
Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 ul
Taq polimeraz 0,2 ul
H,O 16,3ul
DNA 2 ul

Tablo6. ESM-1 Ekzon]1 Icin Izlenen PZR Programi (373 bp)

On Denatiirasyon 95 °C 5 dakika

Denatiirasyon 94 °C 30 saniye

Primer baglanma 55-65 °C 30 saniye

Uzama 72 °C 1 dakika 38 dongii
Son uzama 72 °C 5 dakika




Tablo7. ESM-1 Ekzon2 i¢in izlenen PZR Programi (383 bp)

On Denatiirasyon 95 °C 5 dakika
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye
Primer baglanma 55-65 °C 30 saniye
Uzama 72 °C 1 dakika 38 dongii
Son uzama 72 °C 5 dakika

Tablo8.ESM-1 Ekzon3 i¢in izlenen PZR Programi (306 bp)

On Denatiirasyon 95 °C 5 dakika
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye
Primer baglanma 55-65°C 30 saniye
Uzama 72 °C 1 dakika 38 dongi
Son uzama 72 °C 5 dakika

4.6. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZi

26

Arastirdigimiz gen boélgelerinin PZR iiriinlerinin amplifiye olup olmadigini

kontrol etmek i¢in %2’liik agaroz jelde PZR firiinleri yiiriitiildii. 100 ml 1X TAE

(Tris/Asetik Asit/EDTA) tamponunun ic¢ine 3 gr agaroz (Invitrogen kat no: 16500-

100g) konuldu. Mikrodalgada agaroz iyice eriyinceye kadar tutuldu. 2.5 pl

(10mg/ml) etidyum bromid (Invitrogen) ilave edildikten sonra jel kaliba dokiilerek

30 dakika donmaya birakildi. PZR iirlinlerinden 5 pl alinarak 1 pl 6x loading dye ile

karistirtlip kuyucuklara yiiklendi. Jel 110 V’de 15 dk yiiriitiildiikten sonra U.V

transliminatorde goriintiilendi.
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4.7. SEKANS ISLEMI
4.7.1. Orneklerin Exosap Ile Muamelesi

PZR tiiplerinin i¢ine 2 pl Exosap konuldu. Uzerine 5ul 6rnekten eklendi ve

asagidaki termal cycler programina konuldu.

i. 37°C de 30 dakika baslangi¢ denatiirasyonu
ii. 80°C de 15 dakika son uzama

iii. 4°C de son sicaklik

4.7.2. Sekans PZR’1n Yapilmasi:

Sekans PZR igin kazirlanan karigimi her bir tiipe 8 pl paylastirildi ve lizerine
2 pl exosapla muamele edilmis DNA’lar eklendi. Sekans PZR’da kontrol olarak
PGEM (pgem-3zf (+double stranded) dna kontrol) kullanildi. PGEM ve bir 6rnek

i¢cin hazirlanan karigimi asagidaki tabloda gosterilmektedir.

Tablo 9.Sekans PZR i¢in karisim

MIKS Miktar | PGEM Miktar
BigDye 2ulL BigDye 2ul
5XBuffer 2uL 5XBuffer 2ul
Primer (Reverse veya Forward) | 2uL M13 Primer 2ul
Nuclease free su 2ulL Nuclease free su 2ul
Pgem 2ul

4.7.3. Sekans Kosullar
PZR kosullart:

i. 96°C de 1 dakika baslangi¢ denatiirasyonu
ii. 96°C de 15 saniye denatiirasyon
iii. 50°C de 15 saniye primer baglanma
iv. 60°C de 4 dakika extension

v. 25 dongl
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4.7.4. Sephadex Hazirlamis1
1 gr toz sephadex tartilarak falkon tiipe alinir. Uzerine 14 ml ddH20 su ilave

edilerek vortekslenir ve 1 saat bekletilir. Sekans PZR amplikasyonundan sonra PZR
iiriinleri sephadex kolon piirifikasyonu ile piirifiye edildi. Ornekler ABI-3130 sekans

cihazina yiiklendi ve sonuglar Seqscape V2.7 software programi ile degerlendirildi.

4.8. DENEYLERDE KULLANILAN CIHAZLAR

Hettich Rotina 380R santrifiij (Germany), Niive Bench Top santrifiij
(Turkey), Memmert Benmari WNB-14 (Germany), Shimadzu AUW220D Hassas
terazi (Japan), Herolab UV transluminator (Germany), ABI-3130 Sekans Analayzer
Cihazi, VWR International Vortex (Germany), Scotsman AF80 Buz makinesi (IL,
USA), VWR Galaxy Ministar spin arttirici (Korea), Thermo Scientific OWL
EASYCASTTM B2 Jel elektroforez sistemi (USA), Techne TC-3000X PCR cihaz1
(normal PCR)(USA), Techne TC-5000 PCR cihazt (Gradient PCR)(USA),
Schimadzu UV-Pharmaspec 1700 spektrofotometre (Japan),Schimadzu Biotech
Biospec-nano spektrofotometre (Japan), Thermo Scientific Barnstead Easypure II
ultra saf su cihaz1 (USA),Techne Dri-Block DB-2D heatblock (UK),Consort EV265
elektroforez giickaynagi (Belgium), Cleaver Scientific MSCHOICE elektroforez
tanki, Mikrodalga firrm1 SAMSUNG MV71E (Korea), VWR advanced VMS-C7

manyetik karistiric1 (Korea)
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5. BULGULAR

5.1. ESM-1 EKZON1 GRADIYENT PZR ELEKTROFOREZ SONUCU

Gradiyent PZR vyapilan meme kanseri DNA Ornekleri agaroz jelde
yiriitiilerek bantlar 373 bp uzunlugu karsilayacak sekilde elde edildi. Optimize

sicakligin 55-65 °C arasinda herhangibir sicaklik olduguna karar verildi (Resim.3).

100BP 553

21.02.2013 ENDOKAN EXON1

Resim.3 Ekzonl gradiyent PZR sonucunda elde edilen agaroz jel elektroforez

goruntiisu
5.2. ESM-1 EKZON2 GRADIYENT PZR ELEKTROFOREZ SONUCU

Meme kanseri DNA ornekleri agaroz jelde yiiriitiilerek bantlar 383 bp
uzunlugu karsilayacak sekilde elde edildi. Optimize sicakligin 54-60 °C arasinda

herhangi bir sicaklik olduguna karar verildi (Resim4).

56.3 62.8 65.5 54.6 56.3 58.4 60.3 62.8 655 -K

Metastaz

ENDOKAN EXON2

Resim4. Ekzon2 gradiyent PZR sonucunda elde edilen agaroz jel elektroforez

goruntisi
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5.3. ESM-1 EKZON3 GRADIYENT PZR ELEKTROFOREZ SONUCU

Meme kanseri DNA oOrnekleri agaroz jelde yiiriitilerek bantlar 306 bp
uzunlugu karsilayacak sekilde elde edildi. Optimize sicakligin 59-68 °C arasinda

herhangi bir sicaklik olduguna karar verildi (Resim5).

100bp 59.8 61.1 62.8 64.2 66.2 65.6 682 59.8 61.1 62.8 64.2 66.2 68.2 _ K

“_
—_—

11.02.2013

Endokan exon3 Metastaz

Resim5. Ekzon3 gradiyent PZR sonucunda elde edilen agaroz jel elektroforez

goruntusu
5.4. ESM-1 EKZON1 PZR ELEKTROFOREZ SONUCU

Arastirdigimiz  bolgenin PZR {irliniinii  degerlendirmek i¢in, timor ve
metastaz PCR {iriinleri %2’lik agaroz jelde yiirtitiillerek 373 bp uzunlugu karsilayacak
sekilde elde edildi. U.V transliminatorde goriintiilendi (Resim6).

100bp 61T ST S2T &62hA S4T 64ihA

Resim6. Ekzon1 PZR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii
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5.5. ESM-1 EKZON2 PZR ELEKTROFOREZ SONUCU

Arastirdigimiz bolgenin PZR {iriiniinii degerlendirmek icin, timor ve
metastaz PZR drlinleri %2’lik agaroz jelde yiritilerek 383 bp uzunlugu
karsilayacak sekilde elde edildi. U.V transliminatorde goriintiilendi (Resim?7).

100BP 54T 5S54M 61T 61M 74T 74M

Resim7. Ekzon 2 PZR amplifikasyon iirlinlerinin agaroz jel goriintiisii

5.6. ESM-1 EKZON3 PZR ELEKTROFOREZ SONUCU

Arastirdigimiz  bolgenin PZR {irliniinii  degerlendirmek i¢in, timor ve
metastaz PZR {riinleri %2’liikk agaroz jelde yiiriitiilerek 306 bp uzunlugu
karsilayacak sekilde elde edildi. U.V. transliminatérde goriintiilendi (Resim§8).

100bp S1M S1T 3S5S2T S22 S4T 5S4

Resim8. Ekzon 3 PZR amplifikasyon {iriinlerinin agaroz jel goriintiisti
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PZR iirtiniiniin varlig1 tespit edildikten sonra DNA sekans yapilarak ESM1 geninin
mutasyon etkisine bakildi. PZR amplikasyonunudan sonra PZR firiinleri sephadex
kolon piirifilasyonu ile piirifiye edildi. Ornekler ABI-3130 sekans cihazina yiiklendi

ve sonuglar degerlendirildi.

5.7. SEKANS BULGULARI

ESM-1 geninin 3 ekzonuda 30 meme kanseri ve metastaz orneklerinde PZR
sonrast sanger sekanslama yoOntemiyle analiz edildi. Toplu sonuglar tablo10
verilmigtir. Sekans analizi yapilan 30 kanser ve metasztaz 6rneginde Ekzon 1’¢ ait
herhangi bir niikleotid degisimi bulunmamistir. Buna karsilik ekzon 2’nin sekans
yapilan 30 kanser ve metastaz 6rnegin 2’sinde niikleotid degisimi saptanmistir. Bu
iki 6rnekteki degisim birinde sadece metastazda tespit edilirken drneklerin digerinde
hem primer hem de metastazinda bu degisim saptanmistir. Bir 6rnekte sadece
metastazda 118 no’lu kodonda CAG---CAA homozigot degisimi saptanmistir
(Resim9). Bu niikleotid degisimi her iki durumda da glutamin kodlamis olup sessiz
bir degisiklikle sonuglanmistir. Diger 6rnekte ise hem tumor hem de metastazinda
CAG---CAA/G heterozigot degisikligi saptanmis olup burda da herhangi bir

aminoasit degisikligi tespit edilmemistir (Resim10).

Diger taraftan sekans analizi yapilan 30 primer tumor ve 30 metastaz
orneginin 9’unda poliA bolgesinde niikleotid degisimi saptanmistir. Primer tumor
orneklerinden 5’inde TTG---T/CTG heterozigot degisimi saptanmistir. Bu degisim
ayni tumor Orneklerinin metastazindada saptanmistir. Buna karsilik 4 metastaz
orneginde ayni niikleotid degisimi gozlenirken primer tiimorlerinde bu degisim

saptanmamistir (Resim11).
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T (=3 c I I c T (=3 c c Y A T c s (=) (=3 c I T c T (=3 T (=3
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Resim9. Ekzon2 G/A mutasyonu

r
AERREE AR R R RN T A R AR R RN AR R R R R
CAGATTTGTTTCTCTCACIA|GGTAAGCACTGATTCT

) |
210 215 20 - 20 2% 0
1 1 1 1 | 1 1

L

Resim10. Ekzon2 A/G heterozigot polimorfizmi
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Il 100000000 _0 000 0ol le
TCTATTTTCGTGAPTGTTCAACACACAG
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1 L 1 1 1 1
YA NI, AM MMW
Resim11. Ekzon3 PoliA bolgesi C/T heterozigot polimorfizmi
Tablo10. Elde edilen sekans sonuglari
ESM-1 Hasta | Mutasyon | Mutasyon Yeri a.a
Sayis1 | goriilen doniisiimii
hasta
sayis1
EKZON1 30 yok - - -
EKZON2 30 1 CAG—CAA Hom. | 118kod. | GIn—GIn
1 CAG —CAG/A Het. | 150.kod. | Gln—GIn
EKZON3 30 9 PoliA
TTG —T/CTG Het. bolgesi
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6. TARTISMA

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen malign timér olup,
giinlimiizde kadinlar arasinda kanser nedeni ile 6liim oranlarina bakildiginda akciger

kanseri ile birlikte ilk sirada yer almaktadir.

Kadinlarda 40-45 yas arasinda kansere bagli 6liim nedenleri arasinda en sik
goriilen kanser tiirli meme kanseridir [6]. Hastaligin karakteri ile ilgili tedavi siireci
ve klinik davranis1 degisiklik gostermektedir. Fakat ortak goriis klinik gidisi primer
olarak etkileyen faktdriin metastaz olma durumudur. Meme kanseri tanist konan
hastalarda tan1 aninda metastaz saptanmamis olsa bile, tan1 ve tedavi sonrasi uzun

siire metastaz riski devam etmektedir [91].

Meme kanserinin gelismekte olan {ilkelerin ¢ogunlugunda hala kanser
kaynakli 6liimlerde {ist sirada yer almast molekiiler patogenezini belirlemek amaciyla
her gecen giin artan hizda molekiiler ¢aligmalarin yapilmasina neden olmustur.
Hastaligin seyrini 6ngoéren prognostik markirlarin bulunmasi tiim bu siiregleri pozitif
yonde etkileyeceginden bu konu hakkinda yapilan c¢alismalar olduk¢a Gnem
kazanmustir.

Karsinogenezde ve metastatik siirecte genetik faktorlerin de rol aldig
saptanmistir. Metastaz olustugu durumlarda, 6zellikle uzak metastazlarda prognoz
olduk¢a kotlidiir. Metastaz olusumu anjiojenez, invazyon, migrasyon gibi
birbirleriyle iligkili olaylar zinciri ile gerceklesir [92]. Anjiojenezde bir¢ok ajan rol
oynar.

Anjiojenik molekiiller i¢cinde en Onemlisi ve {lizerinde en cok durulani
vaskiiler endotelial growth faktér (VEGF)’dir. Ayrica anjiojenezisi uyaran faktorler
icerisinde hem anjiojenik etki gdsteren hem de damar gecirgenligini arttiran tek
faktor VEGF’diir [93]. VEGF, ozellikle endotel hiicreleri i¢in 6zgiil etkilere sahip
multifonksiyonel bir biiyiime faktoriidiir. Endotel hiicrelerinin proliferasyonuna,

migrasyonuna, ve differensiasyonuna sebep olur [94].
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ESM-1 geni endothelial hiicrelerden salgilanmaktadir ve bu genin
ekspresyonu endotelyal ve epitelyal hiicrelerde VEGF tarafindan arttirilmaktadir
[95]. Daha 6nce ESM-1 geni ile ilgili akciger, karaciger, bobrek, mide kanserlerinde
yapilmis ¢alismalar mevcuttur. Bu ¢alismalar sonucunda ESM-1 geninin
anjiyogenezde ve timor olusumunda rol oynadigi tespit edilmistir. Calismalar ESM-
1 geninin potansiyel bir tiimor biomarkir olarak kullanilabilecegini gostermistir [9-

11].

ESM-1"in tiimdr biiylimesi ve anjiyogenezde dnemli bir rolii oldugu tespit edilmis
olmasma ragmen meme kanserinde mutasyon olusumuna etkisi hakkinda bir bilgi
bulunmamaktadir. Genlerin fonksiyonlarinin anlasilmasi, metastaz olusumunun

altinda yatan biyolojik mekanizmalarin anlasilmasini saglayacaktir.

Van’t Veer LJ ve arkadaglarinin meme kanseri hastalarindan alinan orneklerle
cyclin E2, MCM6, MMPY9, RAB6B ve ESM-1 ile yapilan microarray ¢alismasinda
metastaz gosteren hastalarda ekspresyon farkliligi saptanmistir. Uzak metastaz olan
hastalarda ESM-1’in ekspresyonunun arttig1 ve prognozu kotiiye giden hastalar igin
markir olarak kullanilabilecek bir grup gen arasinda ESM-1'in de oldugu
bulunmustur [90]. ESM-1 geni ile ilgili ayrintili bir mutasyon sekans incelemesi

yapilmamugtir.

Bu sebeple bizde calismamizda ESM-1 geninin, meme kanseri iizerindeki
mutasyon olusumuna etkisini arastirmayi planladik. Literatiirde ¢calisma konumuzla
bire bir ilgili arastirmalar bulunmadigindan benzer caligmalarla karsilastirmalar

yapilacaktir.

ESM-1 geni ile ilgili cesitli tiimoral hastaliklar arasindaki iligkilere
bakildiginda; Liu ve arkadaslarinin yaptig1 calismada gastrik kanser dokular1 normal
gastrik dokusu ile karsilastirildiginda ESM-1’in mRNA ekspresyon seviyelerinin ¢ok
daha yiliksek ciktigimi gormiis ve ESM-1’in ekspresyonunun pozitif goriildiigii

hastalarda sag kalimin negatif bulunanlara gore daha kisa oldugunu tespit etmistir.
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ESM-1’in timdr progresyonundaki mekanizmalar iizerinde etkisi oldugunu

savunmustur [9].

Maurage ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada ise ESM-1’in
oligodendroglioma, astrocytoma ve oligoastroctoma beyin tiimor hiicreleri tizerinde
etkisi arastirtlmis yiiksek dereceli gliom hiicrelerinde ESM-1"in ekspresyonu pozitif,
diisiik dereceli gliom hiicrelerinde ESM-1’in ekspresyonun negatif oldugu

saptanmustir [71].

Chen ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir baska ¢alismada karaciger kanser
dokusunda ESM-1’in mRNA ekspresyon seviyesinin normal karaciger doku

hiicrelerine gore ¢ok daha yiiksek oldugu saptanmistir [10].

Grigoriu ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir baska calismada ise akciger
kanser doku orneklerinde ESM-1’in mRNA seviyesinin VEGF’e bagli olarak

arttigini gosteren bir ¢alismada mevcuttur [89].

Kang ve arkadaslarinin ESM-1in kolon kanseri {lizerine yapmis olduklar1 bir
calismada bulunmaktadir. Bu ¢alismada ESM-1’in ekspresyonu siRNA ile
baskilandiginda metastaz olusumuna sebep olan hiicre go¢ii ve invazyon olusumunun
azaldig1 saptanmistir. Bu sonuglar dogrultusunda ESM-1"in kolon kanser tedavisinde

markir olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir [96].

Ameur ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir bagka ¢alismada tiroid kanserinde
RET geninin mutasyonlarina bakildiginda, ESM-1 geninin mutasyon olan timor
dokularinda fazla eksprese oldugunu tespit etmislerdir. Bu bulguyu dogrulamak igin
ayn1 dokuda immiinohistokimyasal boyama yapildiginda ESM-1 protein seviyesinin

yiiksek oldugunu saptamislardir [97].

Bir bagka calismada ise beyinde goriilen Arteriovenéz Malformasyon (AVM)
hastaliginda mikrosatellit markir kullanilarak ii¢ bolge tespit edilmis ve bu bdlgeler

arasinda sekans analizi yapilmis ve sekans sonucunda icerisinde ESM-1 genide
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olmak tizere MAP3KI1, DAB2, OCLN, FGF10, ITGAl, ITGA2, EGFLAM,
ERBB2IP ve PIK3R1 on aday gen tespit edilmis. Bu genlerin AVM hastaliginin
olugmasinda mutasyon olusumu etkisine bakildiginda ESM-1 geninde mutasyon
olmadig1 saptanmstir [98]. Bazi hastaliklar i¢in bir grup genin ekspresyonunda
meydana gelen degisiklikler bu genlerin ekzon bolgelerinde meydana gelen
mutasyonlarla dogrudan ilgili olmayabilir. Genin ekspresyonunu etkileyen bagka

hiicresel faktorlerin oldugu da bir gercektir.

Bizde calismamizda meme kanserinde daha once g¢alisilmamis olan ESM-1
geninin ii¢ ekzonunda mutasyon taramasini yaptik. Elde ettigimiz verilere dayanarak
Ekzon2’nin bitis noktasinda 30 vaka icinden bir vakanin hem primeri hemde
metastazinda 150. kodonda CAG—CAG/A rs142604597 G/A heterozigot
polimorfizmi saptanmistir. Yine Ekzon2 de 30 vaka icinden bir vakanin sadece
metastazinda 118. kodon bdlgesinde daha Once saptanmamis sessiz bir mutasyon
tespit ettik. Bu mutasyon CAG — CAA degisimi olup amino asitte (Gln — GlIn )
herhangi bir degisiklige sebep olmamaktadir. ileriki ¢alismalarda bu mutasyonun

baska arastirmalarla da desteklenmesi gerekmektedir.

Ekzon3 de rs3776032 bolgesinde yapilan sekans analizi sonucu otuz vakadan
dokuzunda 9/30 ekzonun poliA bélgesinde T/C heterozigot durumu saptanmistir.
Son yillarda miRNA’larin kanser olusumuna etkisinin olabilecegine dair ¢aligsmalar
hizla artmaktadir. miRNA’larin genler {izerindeki regililasyonunda 3’UTR
bolgelerinin rolii olduguna dair yayinlarda bulunmaktadir [99-101]. Bu durum
orneklerimizdeki poliA boélgesindeki degisikliklerin meme kanseri olusumu ve
metastazinda miRNA’lar tizerinden rolleri olabilecegni diisiindiirmektedir. ESM-1
geninin meme kanseri {izerine etkisinin net bir sekilde gosterilebilmesi i¢in daha

kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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7. SONUC

Bu calismada 2003 ve 2005 yillar1 arasinda Turgut Ozal Universitesi Tip
Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali’'nda meme kanseri nedeniyle ameliyat edilen
hastalardan tiimor ve metastaz doku ornekleri alindi. 30 olgunun tiimor ve metastaz
ornekleri ile ESM-1 geninin {i¢ ekzonunda mutasyon analizi yapildi ve asagidaki

sonuclara ulasildi:

1. Meme kanseri doku Ornekleri ile yapilan bu ¢aligmada ESM-1 geninin meme

kanseri lizerinde mutasyon olusumuna etkisinin arastirilmasi ilk kez yapildi.

2. Ekzon1’de herhangi bir mutasyona rastlanmamustir.

3. Elde ettigimiz verilere dayanarak bir vakada metastaz 6rneginde ekzon2’nin bitis
noktasinda 30 vakadan birinde 150. kodonda CAG—CAG/A rs142604597

noktasinda G/A heterozigot polimorfizmi tespit edilmistir

4. Yine ekzon2 de farkli bir vakanin metastaz 6rneginde 118. kodon bélgesinde daha
once saptanmamis sessiz bir mutasyon tespit ettik. Bu mutasyon (118.kodon CAG—
CAA’ya doniismiistiir fakat GIn — Gln aminoasit degisikligine sebep olmamaktadir.
Ileriki ¢alismalarda bu mutasyonun baska arastirmalarla da desteklenmesi

gerekmektedir.

5. Ekzon3’de 5 farkli vakanin hem tiimér hem metastaz 6rneklerinde ve 4 farklhi
vakanin sadece metastaz Orneklerinde ekzonun poliA bdlgesinde T/C heterozigot
saptanmistir. Bu durum poliA kismima baglanma ihtimali bulunan miRNA’larin
olabilecegini diisiindiirmektedir. ESM-1 geninin meme kanseri {izerine etkisinin net

bir sekilde gosterilebilmesi i¢in daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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