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TESEKKUR

Genel cerrahi uzmanlik tezimin olugmasi sirasinda tezin her asamasinda bana giiler
yiizle yardimct olup, sicak ilgisini hi¢ eksik etmeyen, poliklinik, ameliyat, servisteki
hastalarin takibi, 6grenci ve asistan egitimi gibi sayisiz isleri arasinda kendisinin ve
ailesinin sahsi 0zel zamanlarindan c¢alarak, bu c¢alismanin belirlenmesinde,
yiirlitiilmesinde ve sonuglandirilmasinda biiyiik emek veren, ayn1 zamanda asistanlik
stirecimde mesleki egitimime biiyiik katki saglayan, cerrahinin esaslarini bana 6greten

Prof. Dr. Cenap Dener’e,

Calismanin genetik ayaginin olusmasinda, her an kapisin1 bizlere agarak,
bilgisini ve vaktini bizlere paylasan, her defasinda giiler yiiziinii bizden eksik etmeden,
calismanin olgunlagsmasi i¢in biitiin imkanlar1 bize sunan, fakiiltemiz Tibbi Genetik

Boliimii 6gretim gorevlisi Dog. Dr. Esra Giindiiz’e

Genetik caligmalarin  yiriitilmesindeki emegi ve “materyal ve metod”

yazimindaki katkilarindan dolay1 Yrd. Dog. Dr. Muradiye Acar’a,

Caligmanin patoloji ile ilgili olan kisminda, sabirla her tiir imkani bizlere sunan,
fakiiltemiz Patoloji Boliimii ogretim gorevlisi Do¢. Dr. Sibel Yenidiinya’ya sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.
Ayrica;

Dogru diizgiin bistiiri tutmay1 bilmiyorken benden ¢ok iyi bir cerrah olacagina
beni inandiran, asistanlik hayatimda gerek mesleki sorumluluk alirken, gerekse insani

iliskilerimde bana olan sonsuz giivenini her defasinda tekrar tekrar hissettiren, Cerrahi



Onkoloji’nin iilkemizde bir yan-dal uzmanligi olarak kurumsallasmasinda biiyiik
cabalar1 olan, tevazuyu en biiyiik zenginlik olarak goren, kendisinden hem mesleki
anlamda hem de insanlik anlaminda ¢ok sey 6grendigim hocam, fakiiltemiz Dekan’1,

Prof. Dr. Mikdat Bozer’e,

Genel cerrahi egitimim sirasinda, engin hosgoriilii sabirlariyla bana bildiklerini
aktaran, kapilarin1 her an disiinmeden caldigimiz, Genel Cerrahi’nin kendi etik

degerlerini bizlere 6greten Prof. Dr.Aydim Inan’a ve Dog¢.Dr. Onder Siirgit’e,

Asistanligim boyunca, yogun calisma siirecimde her bunaldigimda sadece
bakiglarimdan durumu anlayarak sicacik ilgisiyle her defasinda meslegime yeniden
1stnmami saglayan, bir hocadan ¢ok her zaman bizlere ablalik yapan, varligiyla bizlere
giiven veren, iyi hekim ve iyi cerrah olmanin 6nce iyi insan olmaktan gegtigini bizlere

ogreten, mesleki agidan kendisine ¢ok sey bor¢lu oldugum Dog¢.Dr. Meral Sen’e,

Asistanlik egitimime katki saglayan birlikte ¢alistifim yandal uzmanlarimiza,
meslege bizden daha oOnce atilan ancak bitirmeden Once tiim mesleki deneyimlerini
bizlere aktaran cerrahide birlikte ¢alistigim agabeylerime, cerrahinin zor ve ciddi emek
isteyen ama bir o kadar da eglenceli olan cetin yollarinda birlikte omuz omuza

yiiriidiiglimiiz asistan arkadaslarima,

Asistanlik siirecim boyunca biiyiik bir saygi ve sevgi ile birlikte c¢alistigimiz
hemsire arkadaslarimdan, servis ve ameliyathane personeline kadar herkese

tesekkiirlerimi sunmay1 bir borg bilirim...

Son olarak; uzakta da olsalar bana olan sevgilerini, giivenlerini ve desteklerini
hep tlizerimde hissetigim anne ve babama, Genel Cerrahi asistanlik egitim siirecimin
zorlu yollarina, benimle birlikte birebir sahit olan ve destegini benden hig eksik etmeyen

biricik kardesime sevgilerimi sunarim...



Bu ¢alisma Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirma Projeleri
(BAP) Komisyonu tarafindan desteklenmistir. BAP koordinasyon kuruluna sagladigi

finansal destek nedeniyle ayrica tesekkiir ediyorum...

M. Deniz ALTIPARMAK

ANKARA, 2013
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, akciger kanserinden sonra en sik goriilen 2. kanserdir. Kadinlar arasinda
ise, diinyada en sik goriilen malign tiimor, meme kanseridir. Meme kanseri, tiim kadin
kanserlerinin %23 {inii olusturmaktadir (1,2,3,4,5,6,7). Ulkemizde ise, kadinlar arasinda
en sik goriilen on kanser tipi igerisinde meme kanseri birinci sirada yer almaktadir (8).
Survivin, IAP (Apoptozis Inhibitdr Protein) ailesinin iiyesi olan bir antiapoptotik
proteindir. Survivin hem apoptozisi baskilayan hem de hiicre boliinmesini diizenleyen
cift fonksiyonlu bir proteindir. Eskiden Survivin’in sadece fetal dokularda eksprese
edildigi disiiniiliirken, son arastirmalarda eriskinlerde deri, endometrium, endotelyal
hiicreler, normal kan hiicreleri, pankreas, dalak, kolon gibi normal dokularda da diisiik
Survivin ekspresyonu gosterilmistir (9). Insanlardaki cesitli malignitelerde Survivin’in
yogun eksprese oldugu ancak normal erigkin dokularda oldukga az, hatta tesbit edilebilir
diizeyin altinda oldugu bilinmektedir (9, 10). Survivin hiicre sikliisiiniin G2/M fazinda
eksprese olur. Apoptoz diizenini bozarak, anormal hiicrenin yasamasini tesvik etmek
yoluyla timor hiicrelerine anlamli bir avantaj sagladigi diisinilir (12). Survivin
diizeyinin artmasinin tiimorler i¢in negatif bir prognostik faktor oldugu One
stirilmektedir. Survivin’in asirt ekspresyonunun, kisalmis sagkalim ile iliskili oldugu
ayrica kemoterapiye veya radyoterapiye direngli olan tiimorlerin artmis rekiirrens hizi
ile iliskili oldugu bildirilmistir (13, 19). Survivin; timor hiicrelerinde normal dokuya
oranla farkli ekspresyonu olan birkag proteinden biridir. Survivin’in akciger, mide,

kolon, meme, prostat, non-Hodgkin lenfoma gibi pek ¢ok yaygin kanser tiiriinde



eksprese oldugu gozlenmistir (10). Survivin’in tiimorlerde asir1  ekspresyonu,
sagkalimm kisalmasi, kemoterapi ile radyoterapiye direng ve tiimor rekiirrensleri ile
ilgilidir (13). Survivin’in mitoz ve apoptozdaki fonksiyonlari, bu proteinin, timoriin
bliyiime ile ilgili olan hiicrelerinde eksprese edildigini ve timdr olusmasi ile tiimoriin
biiyiimesinde etkili oldugunu diisiindiiriir. Bu agidan Survivin, potansiyel bir kanser
markeridir. Survivin, biyolojik sivilarda tesbit edilebilir. Mesela Survivin, mesane
kanserinde hastalarin idrarinda tesbit edilmis ve bunun spesifik ve sensitif bir diagnostik
gosterge oldugu saptanmistir (17). Kolorektal karsinomlarda ve ndroblastomlarda
yapilan immunohistokimyasal ¢alismalar, hastaligin kot gidisatt ile Survivin
ekspresyonu arasinda klinik korelasyon oldugunu, dolayisiyla da Survivin’in potansiyel
bir prognostik faktor oldugu diisiindiiriir (18,19). Survivin’in artmasi, tiimorlii hastalar
icin negatif bir prognostik faktordiir. Survivin molekiiliinii kodlayan genin promotor
bolgesi icinde birkag¢ niikleotid polimorfizmi tanimlanmistir. Bunlardan biri de bizim
calismamizda arastirdigimiz CDE/CHR (Cell cycle dependent element/cell cycle gene
homology region) repressér baglama bolgesinde (ATG baslangic kodonunun ilk
niikleotidine 31 baz ¢ifti uzaklikta) lokalize olan o bdlgeye ait Survivin promotor
31G/C polimorfizmidir. Bu polimorfizmin, Survivin’in hem mRNA hem de protein
seviyelerindeki asir1 ekspresyonu ile iligkili olabilecegi bildirilmektedir (20). Survivin
promotor 31G/C gen polimorfizmi ile literatiirde ¢esitli kanser tiplerinde yapilmis sinirh
sayida ¢alisma bulunmaktadir (20). Survivin’in 31G/C promotor polimorfizminin gesitli
tiimorlerde yiiksek oranda eksprese edildigi, tiimorlerin olusumu, progresyonu ve

prognozuyla ilgisi oldugu bilinmektedir.

Biz de yapmis oldugumuz bu g¢alismada, meme kanserlerinde ve kontrol

grubunda Survivin 31G/C promotor polimorfizmini arastirdik. Bunun igin,



hastanemizde ameliyat edilmis olan unifokal ve multifokal/multisentrik meme kanserli
hastalarin patolojik spesmenlerindeki tiimorlii dokulardan almis oldugumuz 6rneklerde
ve 30 yas Ustli saglikli kadinlardan kisisel onamlar1 alindiktan sonra alinan kan
orneklerinde, Survivin geni 31G/C promotor polimorfizmini arastirdik. Elde ettigimiz
verilerle, bu polimorfizmin meme kanserine yatkinlik yaratip yaratmadigini ve yine bu
polimorfizmin meme kanserli hastalarin prognozuyla olan iligkisini arastirmay1
amagladik. Ayrica bu ¢alisma, Survivin 31G/C promotor polimorfizmi ile multifokal-
multisentrik meme kanserleri arasindaki iligkinin incelenmesi bakimindan bildigimiz

kadaryla literatiirdeki ilk caligsmadir.

Kanser hastalarinin yasam siirelerinin uzamasina 6zellikle katkida bulunan erken
teshis, glinlimiizde pek ¢ok kanser tipinde oldugu gibi meme tiimorlerinde de oldukga
Oonem tasimaktadir. Hastaliklarin genetiginin ve molekiiler patogenezinin tam olarak
aydinlatilmasiin, ilgili hastaliklarin erken tanisina da katki saglayacagi kanaatindeyiz.
Ayrica hastaligin genetik temelleri ve hastalikla ilgili molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasi ile potansiyel tedavi hedefleri de belirlenebilecektir. Bu sayede daha az yan
etkisi olan, hedefe yonelik spesifik tedaviler uygulanabilecek ve hastaligin tamamen
eradikasyonu saglanabilecektir. Bu agidan bakildiginda ¢alismamizin meme tiimorlerinin
tanisinda, patogenezinde, prognozunda ve tedavisinde Survivin’in dnemini arastiracak

yeni ¢aligmalara da 151k tutacagi kanaatindeyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanserin Molekiiler Biyolojisi

Molekiiler yapiy1 analiz ederek, hiicrelerin, organlarin, organizmalarin normal ve
patolojik kosullarda nasil islev gdsterdigini anlamak modern biyolojinin hedeflerinden
biridir. Molekiiler ¢alismalar sayesinde, insanlardaki metabolizma yollari, gen
ekspresyonu, hiicrelerdeki sinyallesme ve organ gelisimine yonelik olan anlaml
ilerlemeler saglanmistir. insan Genom Projesinin tamamlanmasi, rekombinant DNA
teknolojisi ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tekniklerinin gelistirilmesi ile
hastaliklarin gelisimi glinimiizde daha iyi kavranmaktadir. Ayrica bu ilerlemeler

sayesinde, hastaliklarin tedavi metodlarinda da yeni gelismeler olmustur (21).

Son yillarda, hiicre biyolojisi ve molekiiler biyoloji alanlarinda hizli ilerlemeler
oldu. Bunlara bagli olarak hastaliklarla ilgili bilgilerimizde de 6nemli artiglar oldu. Bu
bilgiler cerrahi uygulamalarda da radikal degisiklikler yaratacaklardir. ilerleyen
yillarda, cerrahi hastaliklarda, giderek artan sekilde molekiiler teknikler uygulanacak,
bu da bize cerrahi tedavilerin se¢cimi ve uygulamasinda yeni stratejiler saglayacaktir.
Bu ylizden cerrahlarin molekiiler ve hiicre biyolojisinin temel ilkelerine agina olmalari

gerekir (21).

Giinimiizde kanserin temelinde yatan molekiiler mekanizmalar da daha iyi
anlasilmaktadir. Bu sayede klinikte, molekiiler laboratuvar yontemlerinin kullanimi

cok hizli bir sekilde artmistir. Yeni teknolojiler, bu genetik degisiklikleri incelemek



i¢in bizlere ¢ok genis olanaklar saglamislardir. Hasta degerlendirilirken giintimiizde
timor boyutu, lenf nodu tutulumu ve metastaz varligi temel kriterler olarak
kullanilmaktadir. Ancak mevcut patolojik yaklasimlarla her zaman saglikli bir
evreleme gerceklestirilememektedir. Cogu PCR temeline dayanan yeni molekiiler
yontemlerin sagladigi olanaklar, mikroskobik incelemeler sonucu elde edilen
bilgilerin sinirim1 ¢ok agmaktadir. Klasik morfolojik kriterlerin yerini alan veya bu
kriterleri tamamlamay1 saglayan daha duyarli molekiiler yontemler gelistirilmektedir.
Bu sayede hemen her tip tiimorde molekiiler evreleme yapilabilmekte, mikro
diizeydeki metastazlar saptanabilmekte, ‘Minimal Rezidiiel Hastalik® kavrami
tanimlanmakta, bazi kanser tiirlerinde patolojik degerlendirmeden bagimsiz olarak
daha basarili sonuglar veren molekiiler test panelleri kullanilmaktadir. Ilerleyen
yillarda molekiiler teknolojiler bir¢cok patolojik degerlendirmenin yerini alacak,
hastalar molekiiler teknolojiler sayesinde ¢ok daha ayrintili ve dogru siniflandirilarak

degerlendirilecektir (22).

Molekiiler biyolojideki en biiyiik ilerlemeler, DNA analizi ve manipiilasyon
alanlarinda olmustur (21). Rekombinant DNA’y1 ortaya c¢ikaran, enzimatik ve
mikrobiyolojik tekniklerin bulunmasi, molekiiler biyoloji diinyasinda ¢ok Onemli
degisiklikler yaratmistir. Rekombinant DNA teknolojisi, DNA’nin enzimatik
manipiilasyonunu ve daha sonra DNA’nin klonlanmasini igerir. DNA molekiilleri
bircok amacla klonlanabilir. Ornegin; DNA o6rneklerinin saklanmasi amaciyla, dizi
analizini kolaylagtirma amaciyla, problar elde etmek amaciyla, bir veya daha fazla
organizmada rekombinant proteinlerin ekspresyonu amaciyla DNA molekiilleri
klonlanabilir. Mevcut bir vektoriin sinirl kesimi (Restricted digestion), PCR ve cDNA

sentezi gibi birgok yolla DNA elde edilebilir. Son yillarda DNA klonlama teknikleri



gelistirildiginden, arastirmacilar DNA ¢alismalarindan proteinlerin fonksiyonlari
tizerindeki caligmalara ge¢mislerdir. Ayrica hiicre ve hayvan modellerinden,
insanlardaki molekiiler tedavilere ge¢ilmistir. Gen regiilasyonu, yapist ve
fonksiyonunu incelemek i¢in rekombinant proteinlerin ekspresyonu ig¢in bir yontem
saglar. Rekombinant proteinlerin kullanimi1 son yillarda, gen tedavisi ve

biyofarmasoétik ajanlar gibi yeni uygulamalar1 kapsayacak sekilde genislemistir (21).

Gilintimiizde, kanserlerin kaynaklandigi hiicre tipine ve dokuya goére yapilan
klasik siniflamanin yaninda, tiimdrlerde ¢cogalmay1 uyaran kusurlu yolaklara gére de
siniflandirma yapilmasi1 gerektigini sdyleyen yeni goriisler ortaya atilmistir (22).
Belirli kanserlere kars1 etki gosteren ilaglar, ilgili kanserlerin temelinde yatan bozuk
molekiiler yolaklar1 da isaret etmektedir. Bazi genlerde bulunan polimorfik
degisiklikler, kisinin verilen ilaca cevabini etkiler. Bu yiizden, ilaglarin etkinligi ve
hastanin ilaca verecegi cevabin ongoriilmesi agisindan farmakogenetik de biiyiik 6nem
tasimaktadir. Ilerleyen yillarda, hedefe yonelik tedavide kullanilan ilaglarin, bu
ilaglara cevabi belirlemeye yonelik testler ile birlikte gelistirilecegi diisiiniilmektedir

(22).

Kanser temelde genetik bir hastaliktir. Kanseri 1yi anlayabilmek icin kansere
yol acan DNA degisimlerinin ortaya konulmasi gerekir. Karsinogenezin
anlagilabilmesi igin; biiylime, invazyon ve metastaza neden olan, hiicresel
programdaki doniisiime yol acan genetik degisikliklerin nasil gergeklestigini bilmek
gerekir. Cogu somatik hiicre genomunda biriken ¢ok sayida molekiiler degisiklik

kanser gelisimine yol agmaktadir (23).



‘DNA’, genetik materyalin hiicre g¢ekirdegi igerisinde kromozomlar seklinde
paketlenmesine verilen isimdir. Molekiiler yapisi ilk olarak J. D. Watson ve F. Crick
tarafindan aydinlatilmistir. DNA’ nin genetik materyal olarak onemli 6zelliklerinden
birisi, bir hiicrenin tiim fonksiyonlar1 i¢in 6nemli olan bilgiyi kodlama becerisidir.
DNA; ‘Transkripsiyon’ ad1 verilen RNA sentezi i¢in kalip islevi goriir ve el¢gi RNA
(mMRNA veya protein kodlayan RNA), ribozomal RNA (rRNA) ve transfer RNA
(tRNA)’y1 igerir. mRNA, ‘Translasyon’ adi verilen, protein yapimi i¢in gerekli bilgiyi
rRNA ve tRNA yardimiyla DNA’dan tasir. Bu basamaklarin her biri, her hiicrede,
spefifik yer ve zamanda, genlerin dogru sekilde eksprese edilmesi i¢in kontrol edilir.

Bir hiicredeki farkli gen aktivitesi, onun 6zelliklerini, etkilerini ve islevlerini belirler

(21).

DNA molekiilii, saga doniisiimli, ¢ift sarmalli bir yapida bulunmaktadir. Cift
sarmali olusturan her bir DNA zinciri, birbirlerine 3°-5° fosfodiester baglar1 ile
baglanmis, ¢ok sayida niikleotid (azotlu baz-seker-fosfat) molekiiliinden olusmaktadir.
Her bir zincire bu ylizden ‘Poliniikleotid zinciri’ ad1 da verilmektedir. Cift sarmalli
yapida her iki poliniikleotid zinciri birbirine antiparalleldir. Bir zincir 5°-3 yoniinde
bulunurken, buna komplamenter olan ikinci zincir 3’-5° yoniinde bulunur. DNA
molekiiliinii olusturan niikleotid birimleri temel olarak 5 karbonlu bir deoksiriboz
sekeri ve buna 5’ C atomundan bagli bir fosfat ve 1’ C atomundan bagl bir azotlu
bazdan olusmaktadir. DNA molekiiliinde 4 ¢esit azotlu baz bulunmaktadir. Bu 4 farkh
azotlu baz; Adenin (A), Guanin (G), Sitozin (C) ve Timin (T)* dir. Iki poliniikleotid
zinciri birbirine antiparallel gelecek sekilde c¢ift sarmal yapiyr olustururlar. Bu ¢ift
sarmal yapimin olusumunda bazlarin komplamenterik 6zelligi son derece dnemlidir.

DNA molekiiliinde, Adenin’in karsisinda Timin, Sitozin’in karsisinda ise Guanin



bulunur. Bazlar arasinda bulunan hidrojen baglari ile iki poliniikleotid zinciri birarada
tutulur. Guanin ile Sitozin arasinda 3, Adenin ile Timin arasinda 2 hidrojen bagi
bulunur (Sekil 1). ‘Replikasyon’ olarak isimlendirilen DNA’nin kendini eslemesi
semi-conservative (yar1 korunumlu) olarak gergeklesir. Replikasyonda 6nce DNA’nin
iki zinciri birbirinden ayrilir. Daha sonra herbir zincirin karsisina bazlarin

komplamenterlik esasina uygun olarak yeni zincirler sentezlenir (Sekil 2).

Bir hiicrenin tiim fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan bilgi DNA tarafindan kodlanir.
Daha sonra bu bilgi hiicre igerisinde protein bilgisine doniistiiriilir. ‘Gen
ekspresyonu’ olarak adlandirilan bu siiregte ilk olarak DNA’daki bilgi,
‘Transkripsiyon’ adi verilen islemle mRNA bilgisi seklinde yazilir. Olugan bu mRNA
molekiilii belirli islemlerden gecirilip olgunlastirildiktan sonra sitoplazmaya aktarilir.
Daha sonra mRNA’daki bu bilgi ribozom adi verilen organellerde tRNA (transfer
RNA) molekiillerinin de yardimiyla protein bilgisine ¢evrilir. Bu isleme ‘Translasyon’
ad1 verilir (sekil 3). Bu basamaklarin her biri, genlerin her hiicrede spesifik yer ve
zamanda dogru eksprese edilmesini (ifade edilmesini) saglamak tizere dikkatli bir
sekilde kontrol edilir (Sekil 4). Tim basamaklar, hata saptama (proofreading)

mekanizmalari ile kontrol edilir.



DNA BLOKLARININ YAPIMI
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Sekil 1. Cift sarmal olusturan DNA'nin sematik resmi

(DNA 4 niikleotid tipinden olusur. Her bir poliniikleotid zincirinde bunlar birbirine
kovalent baglarla {fosfodiester bagi} baghdir. Cift sarmal yapili DNA molekiild,
birbirine bazlar arasindaki hidrojen baglari ile baglanmig iki poliniikleotid zincirden
olusur. DNA zincirlerinin sonlarinda bulunan oklar iki zincirin kutupsalliklarin
gostermektedir. Seklin sol alt tarafindaki resim diizeltilmis DNA molekiiliinii gosterir.
Gergekte DNA molekiilii ¢ift sarmal seklini alacak sekilde biikiiliir ve her doniis sagda
gosterildigi gibi 10,4 baz ¢iftinden olusur) (24).



DNA Kendini Kalip Olarak Kullanarak Kendini Cogaltir

Kalp tek zinciri

SOl 00 TP oD Oots

Ata DNA ¢ift sarmali (diiz olarak gsterilmistir)
tek zincir

tek zincir

Kalip tek zinciri

Sekil 2. DNA replikasyonu

(Niikleotid A sadece T ile ve G niikleotidi C ile eslestiginden, DNA'nin her bir zinciri
komplementer zincirindeki niikleotid dizisini belirleyebilir. Bu yolla ¢ift sarmalli DNA

0zdes sekilde kopyalanabilir) (24).

DNA
l Transkripsiyon Genomikler \

RNA
l Translasyon Proteomikler
Proteinler
Fonksiyonel
Genomikler

Yapi Hiicre Fonksiyonlari Sinyallesme

)

Sekil 3.Genetik bilginin DNA'dan proteine ve hiicre fonksiyonlarina dontigiimii

Metabolizma

(DNA’dan RNA’ya genetik bilginin aktarilmasina ‘Transkripsiyon’ denir. RNA’nin
proteine aktarilma iglemine ise ‘Translasyon’ denir. Proteinler hiicre yapisinin, hiicreler

arasi sinyal iletiminin ve metabolizmanin 6nemli kontrol bilesenleridir) (24).

10



| m— | | | 1r 1
Gekirdek| | Sitoplazma

mRNA Protein
Turnover Turnover

RNA Protein
Bozulmasi Bozulmasi
RNA
Transkript ™ RNA isleme mRNA mRNA Protein Pos;:;iln"”yo“' Aktif
. Moo aeyan Protein
RNA
Taginmasi

| |
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Cekirdek zan

Transkripsiyon

Sekil 4. Okaryotik gen ekspresyonunun kontroliindeki dort dnemli basamak

(Transkripsiyonel ve transkripsyon sonrasi kontrol, bir proteinin tiretilmesi i¢in var olan
mRNA diizeyini belirler; translasyonel ve translasyon sonrasi kontrol ise fonksiyonel
proteinlerin nihai akibetini belirler. Transkripsiyon sonrasi ve translasyon sonrasi

kontrollerin birgok basamak i¢erdigine dikkat ediniz) (24).

2.2. Gen Ekspresyonunun Diizenlenmesi

Insan organizmasi birgok fakl1 hiicre tipinden olusur. Bunlar farkli 6zellikleri olmasina
ragmen ayni genetik maddeyi igerirler. Genom bu hiicresel ¢esitliligi kontrol eder ve
gen ekspresyonunun siki regiilasyonuyla bu durum saglanir. Farkli RNA
komplementleri bu yolla sentezlenip birikir ve farkli hiicre tiplerinde bulunan
proteinlere yol agarlar. Cevreden gelen sinyaller, belirli bir hiicrede, belirli bir zaman
diliminde, hangi genlerin eksprese edilecegini belirlerler. DNA’dan RNA’ya ve proteine

giden yolda gen ekspresyonunun kontrol edilebilecegi bir¢ok diizey vardir (21).
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Canli hiicre, enzimatik yollarla, transkripsiyon (DNA’dan RNA’y1 yazdirmak)
ve translasyon (mRNA’y1 proteine doniistiirmek) icin gerekli mekanizmaya sahiptir.
Tim organizmalarda bu mekanizma, gen ekspresyonu igin gereken iki 6nemli asamada
(Transkripsiyon ve translasyon) ger¢eklesir. Fakat 6zellikle 0karyotik organizmalarda
gen regiilasyonu c¢ok daha karmasiktir. Mesela, aradaki dizilerin ¢ikarilmasi igin
‘Splicing’ (Birgok gen transkriptinin kesilmesi) gerekir. ‘intronlar’, kesilip ¢ikarilan
bu dizilere verilen addir. Bunlar yararsiz gibi gorlniirler ancak gergekte bazi
diizenleyici bilgilerin tasinmasini saglarlar. ‘Ekzonlar’ ise, biraraya getirilip sonunda
proteine doniistiiriilen dizilere verilen addir. Daha ileri diizeyde gen ekspresyonunun
regiilasyonu, mRNA’nin modifikasyonunu, mRNA stabilitesinin kontroliinii ve
mRNA’nin sitoplazmaya (burada translasyon igin ribozomlar seklinde biraraya getirilir)
taginmasini icerir. mRNA’nin protein i¢ine translasyonundan sonra daha ileri diizeyde,

protein diizeyleri ve fonksiyonlar1 diizenlenebilir.

Hayat dongiisiiniin ya da gelisimin herhangi bir asamasinda, bir hiicrede ifade
edilen gen tirlinlerinin miktar ve ifade zamanlarinin geri dondiiriilebilen mekanizmalarla

kontrolii, gen ekspresyonun diizenlenmesidir.

insan Genomu; Bir organizmanin sahip oldugu kalitsal bilginin tiimiinii ifade etmek
icin ‘Genom’ terimi kullamlir. insan genomu, 23 kromozom cifti tarafindan tasinan,
yaklasik 3 milyar baz c¢ifti uzunlugundaki DNA dizisinden olusmaktadir. Tahminen
insan genomunda 25.000 — 30.000 gen bulunur. Bu yapmin % 99,9’unun tiim insanlarda
0zdes olduguna inanilmaktadir (21). DNA’da, Tek Niikleotid Polimorfizmleri (SNP) ad1

verilen, tek baz farkliliklarinin oldugu, yaklasik 3 milyon bolge tanimlanmistir. Bu tek
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niikleotid polimorfizmleri, hastalik egilimi bakimindan, insanlar arasindaki farkliliklarin

ve ¢evresel faktorlere yanitlarin kritik belirleyicileri olabilmektedirler.

Hiicre Dongiisii: Organizmalarda ¢ok sayida farkli hiicre tipi bulunur. Bir¢ok hiicre
cogalirken, bazi1 hiicreler (Ornegin; sinir hiicreleri ve ¢izgili kas hiicreleri) ¢ogalmazlar.
Cogalma yetenegine sahip olan hiicreler, genomik DNA’larini1 ¢cogaltma ve her kardes
hiicreye bu genetik bilginin 6zdes kopyalarini aktarma becerisine sahiptirler. Bundan
dolay1r doku dengesinin korunmasinda hiicre dongiisii temel bir mekanizmadir (21).
Sekil 5°de hiicre dongiisiiniin basamaklari gosterilmistir. Ilk olarak hiicre proliferasyona
karar verir ve gerekli molekiilleri sentezlemeye hazirlanir. Daha sonra biiyiime
faktorleri sentezlenir ve yeni sentezlenen ya da yeni agiga c¢ikan her biiylime faktorii
kendisine 6zgili biiyiime faktorii reseptorlerine baglanir. Proliferasyon sinyali, sinyal
iletici molekiiller araciligiyla, bu reseptorlerden nukleusa tasinir ve niikleusta DNA
eslesmesi gerceklesir. GO Fazinda (Istirahat Faz1); hiicreler genellikle spesifik bir islevi
gormek iizere programlanirlar. G1 Fazinda (Ara Faz, Inter Faz), spesifik hiicre
fonksiyonlar1 i¢in gereken proteinler ve RNA sentezlenir. Ge¢ G1 Fazinda bol miktarda
RNA sentezlenir ve DNA sentezi i¢in gerekli bircok enzim iiretilir. S Fazinda (DNA
Sentezi Fazi) hiicredeki DNA miktar1 ikiye katlanir. G2 Fazinda DNA sentezi durur,
RNA ve protein sentezi devam eder. Ayrica G2 Fazinda ‘mitotik spindle’ larmn
mikrotiibiiler prekiirsorleri tretilir. M Fazinda (Mitozis) RNA ve protein sentez hizi
aniden yavaglar. Yine M Fazinda, genetik materyal olusan iki yeni hiicreye dagilir.

Olusan yeni hiicreler mitozisi takiben ya GO ya da G1 fazina girerler.
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G2

G1

A/CDK1
DNA

Replikasyonu D/CDK4

D/CDK6
E/CDK2
Sekil 5. Hiicre dongiisii ve kontrol sistem
(M; gekirdek ve sitoplazmanin boliindigii mitoz fazidir.
S; DNA'nin sentez fazidur.
Gl; M ile S arasindaki fazdir.
G2; S ile M arasindaki fazdir.
Her fazdaki spesifik olaylari, siklin ve sikline bagimli kinaz (CDK) kompleksleri kontrol
eder. Hiicre dongiistindeki farkli siklin/CDK kompleksleri gosterilmektedir. A, B, D ve E
sirastyla siklin A, siklin B, siklin D ve siklin E'yi simgeler) (24).
Apoptozis: Hiicre dongiisii kontroliine ilave olarak, hiicreler genetik olarak
programlanan mekanizmalar1 kullanarak da kendilerini dldiiriirler. Bu siirece
‘Apoptozis’ veya ‘Kontrollii Hiicre Oliimii’ ad1 verilir. Apoptozis, doku dengesinin
korunmasi i¢in sarttir. Normal dokular, istenmeyen hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in ve
gorevlerini bitiren, hasara ugrayan, uygunsuz bi¢imde ¢ogalan hiicreleri uzaklagtirmak
i¢in apoptozise ugrarlar (21). Oliim reseptor sinyalleri (Fas veya sitokin Tiimdr Nekroz
Faktor [TNF] gibi) , biiylime faktorii eksikligi, DNA hasar1 ve stres sinyalleri (Sekil 6)

gibi pek ¢ok fizyolojik uyaran ile apoptozis aktive olabilir. Apoptozis mekanizmasi

karmasiktir. Bu karmasik mekanizma siki sekilde kontrol edilmelidir. Bu siireglerde
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yasanan bozukluklar neoplastik transformasyonlara neden olurlar. Bcl-2 ailesi
proteinleri, apoptozisin diizenleyicileridir. Bu ailenin bazi1 tiyeleri apoptozisi indiikler,
bazi iiyeleri ise apoptozisi inhibe eder. Onkogenler icerisinde sadece Bcl-2, dogrudan

hiicresel proliferasyonu arttirmak yerine apoptozisi inhibe ederek etkisini gdsterir.

Olum sinyali
(or; TNS veya Fas)

S Plazma
Olum o~ 2n

reseptord

Mitokondri

\

Oliam

reseptor

sinyal Sitokrom C
yolu salinmass
Kaspaz kaskadin
aktivasyonu

Cekirdek APOPTOTIK HEDEF HUCRE

RING™

NORMAL HEDEF HUCRE

Sekil 6. Apoptozis yollarinin basitlestirilmis semasi

(Fas ve TNF reseptorlerinin aktivasyonu ve buna bagli olarak Kaspaz yolunun
aktivasyonu, hiicre dis1 Oliim reseptorii yollaridir. Hiicre i¢i 6lim yolunda ise,
mitokondriden Sitokrom c¢ aciga cikar. Kontrollii hiicre oliimii sirasinda hiicrelerde
DNA fragmantasyonu olur, c¢ekirdek ve hiicre zar1 parcalanir, daha sonra da diger
hiicreler tarafindan yok edilirler) (24).

Sinyal Ileti Yollari: Bir genomdaki gen ekspresyonu en azindan kismen sinyal
yollartyla kontrol edilir (21). Genellikle sinyal yolu hiicre yiizeyinde baglar, hiicre
cekirdeginde sonlanir ve DNA ile transkripsiyon aparatina etkide bulunur (Sekil 7).

Hiicreler kendi dis ortamlarindaki degisiklikleri algilarlar. Hiicreler, proteinler, kisa

peptidler, aminoasitler, yag asitleri, steroidler, niikleotidler/niikleozidler, retinoidler,
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¢Ozlinmis gazlar gibi biyoaktif maddelere yanit verirler. Bunlarin icerisinden lipofilik
Ozellikte olanlar, difiizyon yoluyla plazma mebranindan ge¢ip, sitoplazmada bulunan
kendilerine 6zgili bir hedef proteine (hiicre i¢i reseptor) baglanirlar. Diger maddeler ise,
dogrudan bir transmembran proteine (hiicre yiizey reseptoriine) baglanirlar. Ligandin
reseptore baglanmasi ile bir seri biyokimyasal reaksiyon (sinyal iletimi) baglar. Bu olay
proteinler arasi etkilesimleri ve yiiksek enerjili fosfat gruplarinin transferini igerir. Bu
olaylar c¢esitli nihai sonuglara yol acar. Hiicrelerin sinyal istemindeki anormal
degisiklikler kansere neden olabilir. Sinyal aglarinin anlasilmasinda ilerlemeler
olmustur. Bu ilerlemeler ve edinilen bilgi, klasik yaklasimlari asan yeni arastirma
yontemlerini gerektirmektedir (Tibbi Matematik ve Fizik, Tibbi enformatik, Bilgisayarli

Biyoloji v.b. bilimleri igeren multidisipliner arastirma ve igbirligi).

Ligand
(6r; Biiylime Faktorii)

: Ligand

\ (6r; Hormen)

V7 O

Hiicre ylizey.
reseptoru

O

Basamag:
Hiicre ici
reseptor

Ekspresyonu

Sekil 7. Hiicre ylizeyi ve hiicre ici reseptor basamaklari
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Hiicre Dis1 Sinyallesme Yolu: Biiylime faktorlerinin birgogu ve diger hidrofilik
sinyal molekiilleri plazma membranindan gegcemezler. O yiizden bunlar hiicre yiizeyi
reseptorlerini (Ornegin; G proteini ile eslesmis reseptdrler ve enzime bagh reseptérler
gibi) dogrudan aktive ederler. Alict islevi goren reseptor, hiicredeki asagi dogru

(downstream) sinyalleri aktive eder.

Hiicre ici Sinyallesme Yolu: Hormonlar veya diger yayilabilen molekiiller hiicreye
girer. Bunlarin reseptorleri hiicre iginde sitoplazma veya ¢ekirdekte bulunur. Bu

reseptorlere baglanirlar.

Gen ekspresyonunu kontrol etmek {izere hiicre dis1 veya hiicre i¢i sinyaller

cekirdege ulasir (24).

Kanser Genomunun Destabilizasyonu: Kansere yol agan genetik doniisiimler, kendi
kendine biiylime, var olan hiicre siklusundan ka¢ma, apoptozise direng, hiicresel
olimsiizlesme ve sonunda; angiogenesis, invazyon ve metastaz yapmayi kolaylastiran
ozellikler saglar. Ornegin; Li-Fraumeni Sendromu ve Ailevi Meme Kanserinde
“Checkpoint defekti”, HNPCC/Lynch Sendromunda “Mismatch repair” bir¢ok kanserin
gelismesine neden olmaktadir. Cok sayida genis ve farkli mekanizma genomik
instabiliteye neden olur. Genomik destabilizasyon kanser olusumunu baglatir fakat
spesifik tlimoriin saglamligin1 da tehlikeye atar. Bu konuda yapilan ¢alismalar kisiye

gore planlanmis daha 1yi tedavi olanaklarini sunmay1 amacglamaktadir.
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2.3. Kanser Genleri, Kanser Gen Mutasyonlari ve Kanser Genlerinin Belirlenmesi

‘Onkogenler’ ve ‘Tiimor Supresor Genler’ olarak kanser genleri iki gruba ayrilir.
Onkogenlerdeki mutasyon siklikla ayni kodonu etkiler ve tipik olarak spesifik
bolgelerde olusur. Tek bir allelin etkilenmesi genelde etkinin ortaya ¢ikmasina sebep
olur. Timor supresor genlerde ise etkinin ortaya ¢ikmasi i¢in her iki allelin de
fonksiyonunu kaybetmesi gerekir. Kotii huylu tiimorlerdeki somatik mutasyonlar,
niikleotid yer degisimleri (substitutions), kii¢iik insersiyon ve delesyonlar, kromozomal

yeniden diizenlenme ve kopya sayisindaki doniisiimlerdir.

Biyomedikal bilimler, insan genom projesinin tamamlanmasiyla yeni bir alana
sahip oldu. Genom dizilimi ve organizasyonu ile ilgili bilgilenmeler sayesinde,
timorlerin orjininin ve evriminin altinda yatan genetik doniisiimlerin sistematik
incelenmesi hiz kazandi. insan genomu ile ilgili calismalar tamamlanmadan 6nce,
KRAS, TP53 ve APC gibi bir¢ok kanser geni, onkovirus analizleri, baglanti ¢aligmalari,
heterozigot kayb1 ve sitogenetik temelli yaklasimlarla basarili olarak kesfedildi. ‘Insan
Genomu Projesi” 2004 yilinda tamamlandi. Bu c¢alisma kanserdeki somatik
mutasyonlara ait bilginin sanal ortamda kataloglanmasina imkan verdi (25, 26). Insan
Genomu Projesi insan kanserleriyle ilgili genetik degisikliklerin belirlenmesinde c¢ok

onemli bir firsat saglamistir.

18



2.4. Kanser Genom Analiziyle Somatik Doniisiimlerin Belirlenmesi ve Yeni

Tiimor Taksonomisi

Giliniimiizde cerrahlar, gilincel cerrahi uygulamalarin birgogunun molekiiler
arastirmalardan elde edilen bilgilere dayandigim1 giderek daha ¢ok kavramaktadirlar.
Zararli olabilecek dokulari, hastalara zarar vermeden Once ortadan kaldirmak igin
proflaktik prosediirlere yonlendirmek amaciyla, BRCA ve RET-protoonkogen gibi
genomik bilgiler kullanilmaktadir. Molekiiler miihendislik, tiimoriin cerrahi yolla
cikarilmasina, radyoterapi ve kemoterapiden daha etkili bir destek olarak, yakin
gelecekte islev gorebilecek ‘Kansere spesifik gen tedavisini’ ortaya c¢ikarmistir. Bu
sayede cerrahlar, temel biyokimyasal ve biyolojik ilkelerin, molekiiler biyoloji alaniyla

olan iligkilerini daha yakindan gorebilecek ve bundan yarar saglayacaklardir (21).

Kanser genomundaki tiim genomik dizinin ortaya konmasi, koti huylu
timorlerde somatik mutasyonlarin major tiplerini gérmeyi saglar. Niikleotid yer
degisimleri, kromozomal yeniden diizenlenme ve kopya sayisindaki doniistimler, kiiclik
insersiyon ve delesyonlar genomik anormalliklerin genis repertuarini olusturur. Malign
timorlerde en sik karsilasilan somatik mutasyonlar, niikleotid yer degisimleridir. Bir¢cok
genetik ve biyoinformatik arag, ayni kisinin normal ve tiimorlii dokusundan alinan
orneklerde somatik niikleotid yer degisimlerini belirlemek i¢in gelistirilmistir. Buna
parallel olarak, kanser Orneklerinde belirlenen mutasyonla 1ilgili fonksiyonel

degisiklikleri hesaplamada kullanilan bir¢ok yontem gelistirilmistir (27).

Kanser oOrneklerinde ortaya konulan genomik dizinle kesfedilen somatik

mutasyonlarin ikinci grubunu kiigiik insersiyon ve delesyonlar temsil eder. Bunlar,
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niikleotid yer degisimlerinden on kat daha az goriilmesine ragmen, kanser

progresyonunda oldukca etkilidir.

Yeni nesil dizin metodolojilerinin en 6nemli uygulamalarindan biri, kanser
genomunda kromozomal yeniden diizenlenmelerin sistematik olarak ortaya
konulmasidir. Daha 6nceki stratejiler, sitogenetik yontemlerle, hematopoetik tiimorlerde

bulunan rekiirren translokasyonlar1 ortaya ¢ikarmaya dayaniyordu.

Biyoinformatik ve fonksiyonel yontemlerin kombine kullanimi son gelismeler
sayeseinde saglanmistir. Bu da solid epitelyal tiimorlerde rekiirren translokasyonlart
Ssaptama imkani sunmustur (28). Kanser spesmeninde olusan kromozom igi ve
kromozomlar arasi yeniden diizenlenmenin sistematik arastirmasi, genom ve
transkriptomlarin yeni dizin analizlerinin kullanimi sayesinde olacaktir. Bu sayede de,
baz1 tiimdr ve kanser hiicrelerinde, yeni gen fiizyonlarinin tespit edilmesi ve major
yapisal yeniden diizenlemelerin sanal ortamda kataloglanmasi saglanacaktir (29). flerde
yapilacak yeni metodolojiler, microarray temelli ¢alismalara gére daha fazla avantaj

saglayacaktir.

Kanser genomu ¢aligmalari, klinik pratigi bircok diizeyde etkiler. Bir yandan
timor taksonomisi yeniden diizenlenirken, diger yandan da yeni kanser genleri
tanimlanmaktadir. Genomik devrimden once tiimorler, tiimoriin ortaya c¢iktigr alan
(lokalizasyon) ve tiimoriin goriiniimii (histolojik yapisi) olmak {izere iki kritere gore
siniflandirilirlardi. En iyi tedavi seklinin se¢ilmesinde ve prognozun belirlenmesinde
giiniimiizde halen bu iki kriter kullanilmaktadir. Ancak uzun yillardir, histolojik olarak
benzer yapida olan tiimorlerin klinik olarak farkli sonuglar dogurdugu, ayrica histolojik

incelemelerle farkliliklar1 ortaya konulamamis tiimorlerin tedavilere farkli cevaplar
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verdigi bilinmektedir (30). Yeni tiimor taksonomisinde, genetik lezyon varligi major
kriter olarak kabul edilmektedir. Yeni timo6r taksonomisinde, genom bazli bilgi
sayesinde daha iyi teshis olanagi saglanacak ve kisiye 6zgii tedavi planlamas1 miimkiin

olacaktir.

2.5. Kanser Epigenetigi, Epigenitik Siire¢ ve Epigenetik Tedavi

‘Epigenetik’; genlerin ekspresyonlarinda meydana gelen, DNA dizisinden bagimsiz
olan, kalitilabilir degisimlerdir. Tiim insan kanserleri, DNA dizininde meydana gelen
cok sayida mutasyona ilave olarak, esasl epigenetik degisiklikler icerir. Epigenetik
degisiklikler, erken teshis icin olanak saglar. Ciinkii bu degisiklikler karsinogeneze
neden olan gen mutasyonlarinin erken dénemlerinde ortaya cikarlar. ilag tedavileriyle

epimutasyonlar geri dondiiriilebilir. Bu da epigenetik tedavileri olanakli kilar.

[nsan genomumda yaklasik 20.000 - 22.000 gen bulunur. Bu genler belirli
hiicrelerde ve belirli zamanlarda ifade edilmelidir. Hiicreler, yukarda bahsedilen
mekanizmalar1 kullanmanin yani sira niikkleozom yapilanmalarini da degistirerek gen
ekspresyonlarini diizenleyebilirler. DNA, histon ve non-histon proteinleri ile niikleus
icerisinde kademeli olarak paketlenerek, kromatin seklinde organize edilir.
Kromatindeki degisiklikler gen ekspresyonunu kontrol eder. Kromatin yapi sikilasip
yogunlastiginda (Heterokromatin) genelde genler inaktive olur (Sessizlesme,
Susturulma). Kromatin yapisi gevseyerek acildiginda (Okromatin) ise genler aktive

olur. Temel olarak, reversibl DNA metilasyonu ya da histon modifikasyonlar: ile
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saglanan epigenetik mekanizmalar ile kromatin yapisindaki bu dinamik durum

gergeklestirilir. Epigenetik mekanizmalar su sekilde simiflandirilabilir;

° DNA metilasyonu
° Histon modifikasyonlar1
° Kromatin yeniden modellendirilmesi (remodeling)

° Kodlamayan RNA’lar aracilig1 ile epigenetik diizenlenme

DNA metiltransferazlar (DNMT), Histon deasetilazlar (HDAC), Histon
asetiltransferazlar (HAT), Histon metiltransferazlar (HMT), Histon demetilazlar ve
Metil CpG baglanma proteini 2 ( MECP2) bu islemlerde gorev alan enzimler arasinda
bulunurlar. Epigenetik paternlerde bir sapma olunca, gen ekspresyonunda anormallikler
meydana gelir. Bunlar da c¢esitli klinik sonuglara yol agabilirler. Genetik ve epigenetik
hatalarin birikimiyle kanser ortaya ¢ikar. Kanser normal hiicrelerin, metastatik tiimdor
hiicrelerine doniismesiyle sonuglanan ¢ok basamakli bir olaydir. DNA metilasyonunda
degisikliller olunca, kanser ile iligkili genlerin ekspresyonunda da degisiklikler olur.
Onkogenler, DNA hipometilasyonu ile aktive olurlar ve kromozom yapisinin
kararliligini yitirmesine neden olurlar. DNA’nin hipermetilasyonu ise timor baskilayict

genlerin susturulmasina yol acar.

Kanser hiicrelerinde, histonlardaki lizinlerin asetilasyonunda ve metilasyonunda
artis ve azalmalar olmaktadir. Kanser hiicrelerinde, H4-K16 asetilasyonunun ve H4-
K20’deki trimetilasyonun ortadan kayboldugu ve heterokromatin yapisinda bozulmaya
yol agtig1 saptanmistir. Histon modifikasyon paternleri, farkli kanser tiplerinde hatta
ayni kanser tipinin degisik evrelerinde 6zdes degildir. Farkli timdr tiplerini birbirinden

ayirmada, tiimor tiplerini farkli epigenetik paternlere gore siniflamak faydali olabilir.

22



Histon modifikasyon paternlerini incelemek gelecekte kanserin erken tanisina da katki

sunabilir.

Genomun epigenetik degisiklikleri reversibldir. Bu kanser tedavisinde yeni bir
umut dogurmaktadir. Giiniimiizde, Histon deasetilazlar ve DNA metilazlar gibi
enzimleri inhibe ederek, timor supresor genlerin epigenetik olarak susuturulmasini
engelleyecek ya da bu genlerin yeniden aktivasyonunu saglayabilecek yeni kanser
ilaglar1 i¢in yogun calismalar yapilmaktadir. DNA metil transferazlar ve Histon
deasetilazlar, epigenetik inhibisyon i¢in gelistirilen ilaclarin ana hedefidir. Epigenetik
gen susturulmasinda karmasik bir etkilesim ag1 mevcuttur. Bu nedenle etkin bir tedavi
icin ¢esitli ilaglarin beraber kullanimi daha dogru olacaktir. Burdan yola c¢ikilarak
yapilan calismalarda, DNA metil transferazlar ile Histon deasetilaz inhibitdrlerinin
birlikle kullaniminin epigenetik olarak susturulmus genlerin yeniden aktivasyonunda
basarili sonuclar verdigi goriilmiistiir. Bu yaklasim klinik olarak test edilmeye baslamak

uzeredir.

2.6. Onkoloji Tan1 Uygulamalarinda Tibbi Genetik

Kanser klonal bir hastaliktir. Kanserin gelisim siireci de ¢ok basamaklidir. Mikro ve
makro cevredeki cesitli faktorlerin, genetik materyal lizerine yaptigi degisiklikler
sonucu kanser gelisir. Baz1 kanser tiirlerinde genetik faktorler bu ¢ok basamakl siirecin
kolayca baglamasina neden olur. Boyle durumlarda, s6z konusu kanser icin bir ‘Genetik
yatkinlik’ s6z konusudur. Kansere yatkinligin kalitilmasina yol acan farkli genler,

molekiiler genetik alanindaki ilerlemeler sayesinde tanimlanmistir. Bu genlere ait
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mutasyonlar1 tasiyan ailelerin/bireylerin  yiiksek kanser riskine sahip oldugu
bilinmektedir. Farkli kanserlerde yapilan aile ¢aligmalari, hasta olan kisinin birinci ve
ikinci derece yakinlarinda, normal popiilasyona gore artmis kanser riski oldugunu
gostermistir (31). Kanserin kalitsal formu; yiiksek penetransli olmasi, tan1 yaginin erken
olmasi, ¢ift olan organlarda bilateral goriilmesi, her iki ebeveynden kalitilabilmesi ve
diger tip tiimorlerle birlikte goriilebilmesi ile karakterizedir (31). Ailede farkli tip
kanserlerin goériilmesi durumunda ‘Kanser ailesi’, aym tip kanserin goriilmesi
durumunda ise ‘Kalitsal kanser’ olarak tanimlanmaktadir. Kansere yatkinliga neden
olan genetik degisikliklerin onkolojik tan1 uygulamalarinda gézoniinde bulundurulmasi
gerekir. Kanser genetigindeki gelismeler, normal doku ile kanserli doku arasindaki
molekiiler farkliliklarin kesfedilmesini saglamistir. Bunun sonucu olarak da, tiimdrlerde
yapilan molekiiler genetik incelemeler hastaliklarin tani ve tedavi kararinda giiniimiizde

Oonemli araclardan birisi haline gelmistir (31).

2.7. Meme Kanseri

Meme kanserinin klinik seyri kisisel farkliliklar gosterir ve degiskendir. Ciinkii
goriinim olarak benzer olan tiimorler arasinda, molekiiler diizeyde farkliliklar
bulunmaktadir. Hastaya en uygun tedavinin se¢iminde g¢esitli prognostik faktorler
kullanilir. Ozellikle erken evre meme kanserinin adjuvan tedavisinin belirlenmesinde
prognostik faktorler biiylik 6nem tasir. Erken evre meme kanserinin prognozunu
belirlemede kullanilan standart prognostik faktorler; tiimoriin ¢api, tutulan lenf nodu
sayisi, hormon reseptorlerinin durumu ve human epidermal growth factor receptor-2

(HER-2)’ dir. Fakat bu prognostik faktorlerin yetersiz kaldigi genel olarak kabul
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edilmektedir. Bu nedenle de bir¢cok hasta gereginden fazla veya gereginden daha az
tedavi almaktadir (32). Hastalarin bireysel tedavilerinin daha iyi yapilabilmesi i¢in,
Ravdin ve arkadaslari, Surveillance Epidemiology End Results (SEER) veri
bankasindan, klinik c¢aligmalarin sonuglarin1 alip bir bilgisayar programi ile
degerlendirilmislerdir. Daha sonra da online kullanima agik olan ‘Adjuvant! Online

(www.adjuvantonline.com)’t gelistirmislerdir. Bu gelistirilen sistem sayesinde,

hastalarin 6zel parametreleri girilerek, klinisyenlerin karar vermesinin kolaylastirilmasi
amaglanmistir. Fakat girilecek veriler arasinda, HER-2 durumu ve lenfovaskiiler
invazyon gibi prognoz hakkinda yararli olacak bilgiler bulunmamaktadir. Ayrica bu
sistem bir¢ok hastada da yetersiz kalmaktadir. Bu eksikliklerinden dolayr da ihtiyaci

tam olarak karsilayamamaktadir (32).

2005 verilerine gore, lilkemizde kadinlarda en sik goriilen kanser tipi, yiizbinde
35,47 insidans ile meme kanseridir. Genetik, hormonal ve ¢evresel etkilesim sonucu
gelisen meme kanseri klinik ve biyolojik olarak degiskenlikler gosterir. En invaziv
meme karsinomlar1 sporadiktir. En sik goriileni ise Duktal Adenokarsinom’dur (31).
Cesitli sinyal yollarindaki biliylime faktorleri, membran reseptorlerinin de iclerinde yer
aldig1 bircok onkogen ve tlimor baskilayict gendeki mutasyonlar bu karsinomlarin

olusumuna neden olur.

Tiim meme kanserlerinin % 18-20’sinde Cerb B2 (HER2/neu), yaklasik % 20-
50’sinde ise somatik P53 geni mutasyonlari bulunmaktadir (31). HER2/neu disindaki
gen mutasyonlar1 sporadik meme kanseri i¢in rutin olarak incelenmemektedir. Sadece
prognostik degerlendirme amaciyla P53 gen analizi ve sekretuvar karsinomlarda ETV6-

NTRK3 translokasyonunun incelenmesi 6nerilmektedir (31).
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Cerb B2 (HER2/neu), 17g21.1’de yer alir. Cerb B2 (HER2/neu), bir reseptor
tirozin kinazi kodlar. Bu reseptor tirozin kinaz, Epidermal biiylime faktorii reseptor

(EGFR) ailesinin bir tiyesidir (31).

ifade artis1 (overexpression) genellikle genin kopya sayisindaki artisa
(amplifikasyona) yol agmaktadir. Ozellikle Ostrojen reseptdrii negatif olan invaziv
meme kanserli hastalarda, ilk tani1 sirasinda bu genin ekspresyonundaki artisin
saptanmasi, kotii prognostik belirtectir. Ote yandan tedavi agisindan bakilacak olursa,
Cerb B2 asir1 ekspresyonu saptanan hastalarin, 6zellikle selektif Ostrojen reseptor
modiilatorii (Ornegin Tamoksifen) gibi endokrin tedavilere direngli olduklar1 fakat bir
monoklonal antikor olan Transtuzumab ve Paclitaxelle tedaviye yanitlarinin ise iyi

oldugu bilinmektedir (31).

P53 geni bir timor baskilayict gendir ve 17p13.1°de yer alir. Bu genin iiriini
olan p53 proteini, apoptozis, hiicre dongiisii, yaslilik, DNA metabolizmast ve DNA
onariminda rol oynar. P53 gen mutasyonu sikligi, gesitli sporadik meme kanseri
serilerinde, % 19-59 arasinda bildirilmektedir (31). P53 gen mutasyonlar1 kotii klinik
prognoz belirtecidir. Radyoterapi ve 6zel kemoterapi rejimlerine kétii yanit ile iliskilidir

(31).

2.7.1. Molekiiler genetik ve meme kanserinin tarihsel iliskisi

Meme, muayene sirasinda goz ve elle ulasilmasi en kolay organlardan biridir.
Bundan dolayr memede ortaya cikan patolojik degisiklikler ilk caglardan beri

hekimlerin dikkatini ¢ekmistir. 20. yiizyil bittiginde hala meme kanserinin gergek
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nedeni tam olarak saptanamamuistir. Ancak tiimoriin olusumuna yol agabilecek hiicresel
bliylime faktorleri, hiicre i¢i haberlesme yollar1 ve genlerin ekspresse ettikleri proteinler

agiga cikarilmstir.

21. yiizyilin basinda, ‘Insan Genomunun Céziimlenmesi’ amaciyla uygulanan
ileri teknoloji, genetik laboratuarlar1 tarafindan kullanilmaya baslanmistir. Gen
Ekspresyon Taramalarini, Komperatif Genom hibridizasyonu(CGH) ve Tek niikleotid
Polimorfizm (SNP) taramalar1 izledi. Bu sayede, onbinlerce genetik lokasyon, ayni anda
tarandi. ‘Tek Niikleotid Polimorfizm Taramalari’, DNA’nin polimorfik dizilerinin

incelenebildigi 6nemli bir tekniktir (33,34).

Genetik ve molekiiler arastirmalar sayesinde, meme kanserinin tek tip bir
hastalik olmadigin1 anlasilmistir. Bu ¢alismalar, Ostrojen ve Progesteron reseptorleri ile
Cerb B2 nin (+) veya (-) olmasina gore ‘Liiminal Hiicreli’ ve ‘Bazal Hiicreli’ olmak
tizere iki alt grubun bulundugunu bize gostermistir (33). Bu yeni molekiiler siniflama ile
meme tiimoriinlin biyolojik davranisi, kemoterapilere ve hormonoterapilere nasil cevap
verecegi Onceden saptlanabilir hale gelmistir (33,34). Ancak hala bir¢ok calisma
yapilamast gerekmektedir. Genomik c¢alismalar ilerledik¢e, meme kanseri daha 1yi

anlasilacaktir. Bu sayede de spesifik hedefe yonelik daha etkili tedaviler gelistirilecektir.

2.7.2. Meme kanserinin epidemiyolojisi ve etyolojisi

Meme kanseri, Akciger kanserinden sonra en sik goriilen 2. kanserdir. Kadinlar arasinda
ise, diinyada en sik goriilen malign tiimdr, meme kanseridir. Meme kanseri, tiim kadin

kanserlerinin %23’{inii olusturmaktadir (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7). Ulkemizde ise, kadinlar
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arasinda en sik goriilen on kanser tipi igerisinde meme kanseri birinci sirada yer
almaktadir (8). Saglhik Bakanlhigi 1997 yili saglik istatistiklerine gore, llkemizdeki
kadinlarda meme kanseri; 1995 yilinda % 23,5, 1998 yilinda % 23,1, 1999 yilinda ise %

24,1 oraninda goriilmekte ve siklik agisindan ilk sirada yer almaktadir.

Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) yilda 184 bin, Avrupa'da ise yilda 180

bin yeni olgu saptanmaktadir (2).

Kadinlarda kanser nedeniyle olusan dliimlerin, 1948-1985 yillar1 arasinda % 80'i
meme kanserine bagl iken, 1985'ten itibaren akciger kanseri, kansere bagli 6lim
nedenleri siralamasinda meme kanserini gegmistir (35). Erkeklerde meme kanseri
nadirdir. Tiim meme kanserleri iginde, erkek meme kanseri oran1 % 1 civarindadir (36).
Amerika Birlesik Devletlerinde, 1998 yilinda, 1600 erkek meme kanserli hasta

saptanmis olup, 400 kisi de meme kanseri nedeniyle olmiistiir (1).

Meme kanserinin goriilme siklig1 yasla orantili olarak artar. Meme kanseri, 25

yasin altinda nadir goriiliir. En sik 45-74 yaslar1 arasinda goriiliir (37).

Meme kanseri siklig1 cografi farklilik da gosterir. En sik gelismis olan iilkelerde
goriiliir. En az ise Dogu Asya’daki az gelismis iilkelerde goriiliir. Orta ve alt gelir

diizeyindeki tilkelerde de meme kanseri sikliginda artiglar goriilmektedir.

Gelismis olan tilkelerde, meme kanserli hastalarda, tim evrelere gore, 5 yillik

sagkalim oran1 %83 iken, gelismekte olan iilkelerde bu oran %53’ diir. Aradaki bu fark;

1) Gelismis tilkelerde uygulanan tarama mamografisi sayesindeki erken taniya

2) Gelismis olan iilkelerdeki daha iyi tedavi olanaklarina baglanmaktadir.
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Ulkemizdeki verilere gore, dogu bolgelerimizde meme kanseri sikligmin
20/100.000, bat1 bolgelerimizde ise 40-50/100.000 oldugu tahmin edilmektedir (4, 5, 6,
7, 38). Bu rakamlardan yola c¢ikilarak, Tiirkiye’de her yi1l meme kanserine yakalanan

kadin saysinin, on bin kadar oldugu hesaplanabilir (39).

Insanlarda meme kanserinin nedeni bilinmemektedir. Meme kanseri
olusumunda, genetik, hormonal, ¢evresel, psikolojik ve sosyobiyolojik etkenler rol alir.
Ancak meme kanserli kadinlarin % 70-80' ninde bu risk faktorleri mevcut degildir.
Hayvanlarda ise bazi kimyasal maddeler, virlisler ve iyonizan radyasyon kanser
olusumunda rol oynar. Bu ajanlarin mutasyonlara neden oldugu ayrica kanserin ortaya
cikis ve gelisiminin insanlarda kromozomal mutasyonlar ile yakin iligkili oldugu da

gosterilmistir (40).

1990 ile 2002 yillar1 arasindaki 12 yillik siirede, diinyada meme kanserlerinin
siklik ve mortalite oranlarinda %25°lik bir artis goriilmiistiir. Ancak, ABD’de, son 25
yil igerisinde bunun aksi sekilde mortalitede oranlarinda %50’lik bir azalma
gorilmistiir. Gelismis bir iilke olan Amerika’daki bu azalma, tarama sayesinde olan

erken taniya ve hastaligin bu erken tanilar sayesinde etkin tedavisine baglanmistir (41).

Kadinlarda erken menars (<12 yas), ge¢c menopoz (>55 yas), ge¢c dogum yasi
(>30 yas), daha fazla hormon replasman tedavisi almak, daha kisa laktasyon siiresi,
beslenme aliskanliklarindaki degisiklikler ve bati tipi yasam bi¢iminin benimsenmesi,

meme kanseri insidans hizinin artmasinin artmasinin nedenleri arasinda sayilabilir.

Meme kanseri sikligi, 1990 yilindan itibaren, diinyada, her yil % 0,5’lik bir artis

gdstermektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) GLOBOCAN ( Diinya Saglik Orgiitii’ne
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bagli bir birim olan; Uluslar aras1 Kanser Arastima Organi’nin Yaymladigi Kiiresel
Kanser Istatistikleri) 2008 veritabani tahminine gore, 2015 yilinda meme kanserli yeni
hasta sayis1 1.620.000, meme kanserinden kaybedilecek kadin sayis1 540.000 olacaktir
(42). Tiirkiye’de ise beklenen yeni hasta sayis1 12.000, meme kanserinden kaybedilecek

kadin sayisi ise 5.300 olarak dngoriilmiistiir (Saglik Bakanlig1 Kanser Istatistikleri) (42).

2.8. Apoptozis

2.8.1. Apoptozis tanimi

Apoptozis, ‘Programlanmis hiicre 6liimii’ olarak da bilinir. Yasam ve 6liim i¢ice olan
siireclerdir. Apoptozis, Eski Yunanca’da “yaprak dékiimii” anlamina gelir. Ilk olarak
Iskogyali arastirmacilar Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan, 1972 yilinda ‘canlilarda
hiicre azalmasinin 6zgiin bir tipi’ olarak tanimlanmistir (43). Genetik ve biyokimyasal
acidan siki bir sekilde kontrol edilen, biyolojik dmriinii tamamlamis ya da genetik yapisi
bozulmus hiicrelerin komsu hiicrelere zarar vermeden ortadan kaldirilmasinda
kullanilan, programli hiicre oliimii sekline ‘Apoptozis’ denilir (44). Apoptozis
embriyonik donemde, bazi dokularin diferansiyasyonunda, bazi dokularin ise
involiisyona gitmesinde 6nemli rol oynar. Hiicre apoptotik sinyali alinca, genetik olarak
kodlanmig apoptotik program ¢aligmaya baglar. Daha sonra, bir seri kontrollii

biyokimyasal reaksiyonla hiicre 6liimii gergeklesir.

Hiicrelerin yasam siireleri tiplerine gore degisiklik gosterir. Kardiyak miyositler
ve noronlar genelde dmiir boyu yasarken, barsak hiicrelerinin yasam stiresi ise 3-5 giin

gibi kisa bir siireyi kapsar. Apoptozis, dokulardaki hiicre sayisini belirli bir diizeyde
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tutmay1 saglar. Hiicre olimii ‘Nekroz’ ve ‘Apoptozis’ gibi iki farkli yolla meydana
gelir. Her ikisi de tamamen farkli mekanizmalarla meydana gelir ancak her ikisinde de

son nokta olumdir.

2.8.2. Apoptozis ve nekroz arasindaki farklar

1- Apoptozis ve nekroz etyolojik olarak farkli kavramlardir. Hiicre yaslanmasi, biiyiime
faktorii eksikligi, glukokortikoidler, anti-neoplastik ajanlar, HIV ve Hepatit gibi bazi
viral enfeksiyonlar, TNF grubu reseptorlerin ¢esitli sebeplerle aktivasyonu ve Sitotoksik
T lenfositler hiicrede apoptozisi indiikler. Toksik maddelerin yiiksek konsantrasyonlari,
siddetli oksidatif stres, iskemi, hipoksi, hipertermi, litik viral enfeksiyonlar ise hiicreyi
nekroza gotiirtir.

2- Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda ortaya ¢ikar. Nekroz
ise hemen daima patolojik sartlarda gozlenir (45).

3- Apoptozis ve nekrozda morfolojik goriiniimler de farklidir. Apoptoziste,
hiicre s1v1 kaybederek biiziisiir. Nekrozda ise, hiicre i¢ine su girisi olur ve hiicre siser.
Nekrozda hiicre membran biitlinliigii kaybolur. Bunun sonucu olarak da hiicre i¢i1 icerik
disartya sizar ve inflamatuar reaksiyona neden olur. Hiicrenin kromatin yapisi
morfolojik olarak normal hiicreye benzer ancak DNA rastgele parcalanir. Sonug olarak
hiicre lizisi olusur. Oysa apoptoziste hiicre membran biitiinliigli korunmustur ancak
kiiciik sitoplazmik kesecikler olusur (46,47). Hiicre apoptotik cisimcikler seklinde
pargalanir. Apoptotik cisimcikler membranla gevrilidirler. Bu nedenle hiicre igerigi
hiicre disina sizmaz ve inflamatuar reaksiyon olusmaz. Apoptotik hiicrede ayrica,

Fosfotidil Serin (normalde plazma membraninin i¢ yliziinde bulunur), erken evrede,
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membranin dis yiiziine dogru yer degistiririr. Apoptotik hiicre artiklart bu degisim
sayesinde, komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninir ve fagositoza ugrar (48,49).
Niikleer kromatin ¢ekirdek membraninin hemen altinda yogunlasir ve DNA rastgele
degil de interniikleozomal bolgelerinden 180-200 baz cifti veya katlar1 olacak sekilde
kirilir. Bu durum Agoroz Jel Elektroforezde klasik merdiven goriinlimiine (ladder

patern) neden olur (50,51).

4- Apoptozis aktif bir olaydir ve ATP bagimlidir. Nekroz ise pasif bir olaydir
ve ATP gerektirmez.
5- Apoptoziste hiicreler tek tek Oliir. Nekrozda ise 6lim, hiicre gruplari

seklinde olur.

2.8.3. Fizvolojik kosullarda apoptozis

Apoptozisin embriyonik déonemde organogenez ve morfogenezde onemli roli vardir.
Apoptozisin embriyogenezdeki 6nemi, bir nematod olan C. elegans {izerinde ¢alismalar
sonucunda anlasilmistir. C. elegans, hermafrodit haldeyken 1090 hiicreye sahiptir. Bu
nematodun 131 hiicresi eriskin doneme gecerken programli hiicre oliimi yoluyla
ortadan kaldirilir. C. elegans model alinarak, organogenez ve hiicre 6liim mekanizmalari
ayrintili olarak tanimlanmistir (52). Bu ¢alismalarin sonucunda Sdney Brenner, Robert

Horwitz ve John Sulston 2002 yilinda Nobel Tip 6diilii kazanmaigtir.

Insanda, embriyonik dénemde, santral sinir sisteminin olgunlasmasi sirasinda,
uygun sinaptik agi olusturamayan noronlar, programli hiicre 6liimii yoluyla ortadan

kaldirilirlar (53). Embriyonik donemde, el tomurcugundaki bir dizi hiicre de yine
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apoptozis yoluyla ortadan kaldirilarak nihai parmak formu olusturulur (54). Yetiskin
donemde de bazi dokularda apoptozis, yasam boyu yogun bir sekilde devam eder.
Ornegin menstriiasyon sirasinda uterusta, endometriyum hiicrelerindeki apoptozis
sonucu, bu hiicreler mensturel kanama yoluyla viicuttan uzaklastirilirlar. Yine ince
barsaklarda kripta tabanlarinda bulunan hiicreler 6nce apikal kisimlara dogru gog
ederler. Daha sonra bu hiicreler apoptozisle 6lerek barsak liimenine dokiiliirler. Derinin
stratum korneum tabakasi da, yine apoptozisle 6len hiicrelerin olusturdugu bir

tabakadir.

Bagisiklik sistemi i¢in de apoptozis ¢ok dnem tasir. Lenfositler olgunlasirken,
defektif veya oto-reaktif lenfositler apoptozis yoluyla oliirler. Ayrica Timik
involusyonda da apoptozis gorev alir. Programli hiicre 6limi; ‘immiin ayricalikl
bolgelerde (beyin, kornea ve testis)’ bu durumu saglayan kritik mekanizmadir. Bu
dokularda bulunan hiicreler, FAS ligand: salgilayarak veya eksprese ederek, bagisiklik

sisteminin, kilit hiicreleri olan lenfositlerde apoptozisi indiiklerler (55).

2.8.4. Patolojik kosullarda apoptozis

Apoptozis ile mitoz arasindaki denge bozulursa doku homeostazisi de bozulur. Bu
durum da birgok patolojiye zemin hazirlar. Apoptozisin artmasi bir¢ok dejeneratif
hastaliga eslik ederken, bazi otoimmiin hastaliklarda, enfeksiyonlarda ve malignitelerde

apoptozis defekti vardir.

1- Bir hiicre virlis ile enfekte olunca, kendisi i¢in gerekli olan proteinleri

sentezleyemez ve hiicrenin biyolojik olarak islevi bozulur. Buna bagli olarak, apoptotik
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yolaklar indiiklenir, hem ise yaramayan hiicre ortadan kaldirilir hem de viriis yokedilir.
Fakat papilloma viriiste durum biraz daha farklidir. Bu virlis, p-53°t (p53; giiglii bir
apoptozis uyaricisidir) inaktive eder. Bu sayede enfekte hiicreler apoptozisten korunur.
Ebstein-Barr Viriisii (EBV) gibi bazi viriisler ise hiicrede, bcl-2 benzeri bir molekiil
tiretirler (bcl-2; apoptozisi bloke eden bir molekiildiir) ya da hiicrenin endojen bcl-2
ekspresyonunu artirirlar. Dolayisiyla bu hiicreler malign transformasyona aday hiicreler
haline gelirler.

2- HIV enfeksiyonlarinda ise virlis, ‘env geni’nin kodladig, gpl20
glikoproteini araciligir ile CD4 molekiillerine baglanir ve CD4 T lenfositlerinde
apoptozisi indiikler (56).

3- Embriyonik donemde ndronlar, sinaptik ag kurulduktan sonra, boliinme
yeteneklerini kaybederler ve omiir boyu yasarlar. Fakat, Parkinson ve Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklarda ise, apoptozisin indiiklendigi ve noron kaybi gelistigi
kabul edilmektedir. Alzheimer’l1 hastalarda AIF’nin (Apoptosis inducing factor) arttigi,
bcl-2 ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (136).

4- Tipl Diabette, pankreas adacik hiicrelerinin de apoptozis yoluyla 6ldigi
diisiiniilmektedir. Bundan, Fas-FasL aracili apoptozis mekanizmast sorumlu
tutulmaktadir (57). Yine diabetik nefropatili hastalarda da Fas-FasL diizeyleri yiiksek
bulunmustur (58).

5- Apoptozisin, Miyokard infarktiisinden sonra arttigi da gosterimistir.
Miyokard infarktiisii sonras1 bax ve sit-c gibi pro-apoptotik molekiillerin arttigi, bcl-2
gibi anti-apoptotik molekiillerin ise azaldig1 gosterilmistir (59).

6- Yasam siireleri bitip, 6lme zamanlari gelen hiicreler, apoptotik kontrol

mekanizmalarindaki bozukluklar nedeniyle ortadan kaldirilamayip, yasamaya devam
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ederlerse, genomlarinda bu mutasyonlar1 biriktirirler. Sonu¢ olarak da malign
transformasyona aday hiicreler haline gelirler. Apoptozisin azalmasi, malign
hastaliklarin gelisiminde oldugu kadar, tedavi direncinin gelisiminde de Onem tasir

(60,61).

2.8.5. Apoptoziste morfolojik ozellikler

Hiicre biiziilmesi: Hiicre daha kiigiik boyutta ve sitoplazmasi daha yogundur. Hiicre

organelleri ise goreceli olarak normal olmalarina karsin daha siki1 paketlenmislerdir.

Kromatin kondansasyonu: Apoptozisin en Kkarakteristik &zelligi  kromatin
kondansasyonudur. Kromatin, periferde, cesitli sekil ve biiyiikliiklerde, niikleer
membranin altinda, iyi sinirl, yogun kitleler olarak kiimelenir. Nukleus ise iki veya

daha fazla pargaya ayrilabilir.

Sitoplazmik baloncuklar veya apoptotik cisimlerin olusumu: Apoptotik hiicre 6nce
sitoplazmik baloncuklar olusturur. Daha sonra ise, ¢ok sayida niikleer par¢a icerebilen,

membranla gevrili sitoplazma ve organel pargaciklarina doniistir.

Apopitotik cisimler ve hiicrelerin fagositozu: Yakindaki komsu hiicreler, parankimal
hiicreler ve makrofajlar, apoptotik cisimleri fagosite ederler. Apoptotik cisimler hizla
lizozomlar i¢inde pargalanir. Komsu hiicreler migrasyonla veya prolifere olarak

apopitotik hiicrenin boslugunu doldururlar (62).

Apoptoz tek bir hiicreyi veya hiicre kiimelerini tutabilir. Hematoksilen-eozin ile

boyanmis dokularda, apoptotik hiicreler oval veya yuvarlak, yogun eozinofilik
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sitoplazmali, dens niikleer kromatin parcalar ile birlikte goriliir. Hiicre kiiclilmesi ve
apoptotik cisimlerin olugsmasi hizlidir. Parcalar hizla fagosite edilir, pargalanir veya
liimene dokiiliir. Histolojik kesitlerde goriiniir olmadan 6nce dokuda anlamli apoptoz
meydana gelebilir. Apoptoz, nekrozdan farkli olarak inflamasyon olusturmaz, bu da

histolojik olarak saptanmasini giiglestirir (62,63).

2.8.6. Apoptoziste bivokimvasal ozellikler

Apoptotik hiicreler genellikle daha 6nce tanimlanmis patolojik degisikliklerin altinda
yatan farkli biyokimyasal modifikasyonlar gosterirler. Bu 6zelliklerin bazilar1 nekrotik

hiicrelerde de goriilebilir.

Apoptozun spesifik bir 6zelligi ‘Kaspaz’ adli bir enzim grubu ile protein
hidrolizidir. Transglutaminaz aktivitesi ile asir1 protein ¢apraz baglanmasi, sitoplazmik
proteinleri kovalent bagli olan biiziilmiis tabakalara ¢evirir. Bu tabakalar apoptotik
cisimler haline parcalanabilir. Apoptotik hiicreler 50-300 kilobazlik biiyiik pargalar
halinde, karakteristik DNA yikimi gosterirler. Daha sonra ise, DNA'nin, Ca®* ve Mg?
bagimli endoniikleazlar ile interniikleozomal pargalanmasi sonucunda, 180-200 bazli
oligoniikleozom pargalarina doniisiirler. Apoptotik hiicrelerde, plazma membranlarinin
disinda, Fosfatidil serin ve Trombospondin baglar1 bulunur (62,64). Bu o6zellikler
sayesinde, proinflamatuar hiicresel icerik salinmaksizin, olii hiicreler makrofajlar ve

diger komsu hiicreler tarafindan kolayca taninir ve fagositoza ugrar (63).
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2.8.7. Apoptozis mekanizmalari

Apoptoz enerji bagimh bir siirectir. Belli olaylar ile baslar, birbiriyle ¢akisan ancak

ayrilabilen dort komponentten olusur.

Sinyal yolu; Apoptotik uyaran ilk olarak bir sinyal yaratir. Transmembran

sinyaller apoptozun pozitif veya negatif belirleyicileri olabilirler.

Kontrol ve Integrasyon fazi; Hiicre igindeki, pozitif veya negatif diizenleyici

molekiiller apoptozu uyarabilir, baglatabilir veya inhibe edebilirler.

Bunlar spesifik proteinlerle gerceklestirilir. Bu proteinlerin  6nemi,
aksiyonlarinin potansiyel olarak hiicre oliimii ile sonuclanabilmesinden gelmektedir.

Biiyiik dl¢lide, mitokondrial fonksiyonu diizenleyerek, apoptotik siiregte yer alirlar.

Apoptoz mitokondriyi iki yolla etkiler;

1- Mitokondrial sigme: Apoptotik sinyal mitokondrial permeabilite degisimine

neden olur.

2- Sitokrom C (Sit-c), sitozol igine salinir. Bunun sonucu olarak da proteolitik

olaylarin gelisimi hazirlanir (62,64).

Uygulama (Infaz) fazi: Biiyiik dl¢iide, Proteazlarin Kaspaz ailesi sorumludur.
Kalsiyum Bagimsiz Hiicre I¢i Sistein Proteaz Sinifi’nm en énemli boliimiinii Kaspazlar
(Sistein Bagimli Aspartat Spesifik Proteaz) olustururlar. Bunlar hiicre sitoplazmasinda,
inaktif prekiirsorler olarak bulunurlar ve bunlarin ¢ogu proapoptotiktir. Biyolojik

fonksiyonlaria gore 3 gruba ayrilirlar:

1- Sitokin aktivasyonu yapanlar: Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 14
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2- Apoptozu baslatanlar: Kaspaz 2, 8, 9, 10

3- Apoptozu yiiriitenler (Efektor grup): Kaspaz 3, 6, 7

Apoptotik uyariyla baslayan oliim sinyalleri, Baslatici Kaspazlar tarafindan
Efektor Kaspazlar’a iletilirler. Efektor kaspazlar ise proteolitik etki olusmasina neden
olurlar ve bunun sonucunda da apoptotik hiicre morfolojisi meydana gelir (65,66).
Apoptozisin Uygulama Fazi ise son yoldur ve proteolitik bir kaskattir. Kaspazlar hiicre

iskeletini ve niikleer matriks proteinlerini pargalarlar ve hiicre iskeletini yikarlar (Sekil

8).

Olii hiicrelerin fagositozla eliminasyonu: Apoptotik hiicre ve parcalarinin

yiizeylerinde bulunan isaretleyici molekiiller, komsu hiicreleri ve fagositleri uyarirlar

(62,64).
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2.9. IAP (Inhibitors of Apoptozis Proteins) Ailesi

Hiicre oliimiinii diizenleyen diger bir aile de inhibitor apoptotik protein (IAP) ailesidir
(16). IAP’larin baculoviral genomdaki kesiflerini, mayadan nematodlara, sineklerden
insanlara kadar pek ¢ok tiirde bulunmalar1 izlemistir. IAP gen ailesinin tiyeleri, endojen
kaspaz inhibitdrleri olarak gdrev goriirler. Insanlarda IAP gen ailesinin 8 iiyesi
belirlenmis olup, Survivin de bunlardan birisidir. Bu 8 IAP tiyesi; c-IAP1, c-IAP2, X-
IAP, NAIP, Survivin, Apollon/Bruce, ML-1AP (Livin;K-1AP), ve ILP-2 (TS-1AP)’dir
(9, 14, 67). IAP ailesi iiyeleri, amino-terminalde yerlesen, bir veya daha fazla sayida
tekrarlayan, 70 amino asitlik, yiiksek oranda korunmus, domainden olusurlar. Bunlara
‘Baculoviriis IAP Repeat’ (BIR) ad1 verilir. NAIP ve Survivin disindaki insan IAP’lari,
karboksi terminalde, ‘RING finger’ adi verilen ve yine korunmus olan bir sekans
icerirler. IAP’lar, pek ¢ok uyaran neticesinde apoptozu inhibe edebilirler. Esas olarak bu
etkilerini, baz1 kaspazlara dogrudan baglanip, onlar1 inhibe ederek gosterirler (68).
IAP’lar, kaspaz bagimli veya bagimsiz sekilde apoptotik saldirmin regiilasyonunu

saglamalarmin yani sira protein degradasyonunda da goérev alirlar.

2.9.1. AP —aracili inhibisyonun mekanizmalar

IAP’lar;

v’ spesifik kaspazlar1 bloke ederek (XIAP, c-1AP1, c-1AP2 ve Survivin, kaspaz

3, 7 ve 9’a direkt olarak baglanirlar),

v" bazi sinyal ileti yolaklar1 tizerinden (mitojen-aktive protein [MAP] Jun kinaz
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1 [JNK1] gibi kaspaz bagimsiz yollardan) veya

v' sahip olduklar1 E-3 ligaz aktivitesiyle (Kaspazlarin ubikitinasyonunu saglar)

apoptozu engellerler (69).

2.9.2. IAP’larin regiilasvonu

IAP’lar birgok mekanizmayla pozitif veya negatif olarak regiile edilirler. IAP’larin
ekpresyonlari, gen transkripsiyonu seviyesinde siki olarak kontrol edilir. Yapisal ve
fonksiyonel olarak birbirlerine benzeseler de, farkli gen ekspresyon paternleri
mevcuttur. Bu da, bu multigen ailenin bireylerinin kendilerine has 6zelliklerinin oldugu

ve gereksiz olmadiklarini gosterir (69).

2.10. Survivin

Survivin, apoptoz ve hiicre boliinmesinde anahtar rol oynar. IAP ailesinin en kiigiik
tiyesidir (70, 12). Tek BIR domaini vardir ve protein yapisindadir. Karboksi ucunda
RING finger domaini bulunmaz (10, 71). Embriyonik dokularda ve pek g¢ok tiimorde
yaygin olarak bulunur (10). Survivin, hizli boliinmeyi desteklemek amaciyla hiicre
siklusunun G2/M fazinda eksprese edilmektedir (10, 12). Hiicre boliinmesi sirasinda
kromozomlarin diizgiin ayrilmasia yardim eder (72,73). Kanserde Survivin’in asir
ekspresyonu, hiicre siklusu kontrol noktalarini hizla gecip hiicrelerin mitoza gitmesine

neden olmaktadir.
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Apoptotik hiicre 6liimii yolaklar1 tizerinde yapilan arastirmalar, kanser tedavisi
icin yeni ilaglarin kesfini ve gelistirilmesini saglayacaktir. Bir¢cok ilag apoptozu
indiikleyerek tiimor hiicrelerini oldiiriir. Fakat bazi1 tlimdrler bu ajanlara karsi direng
gosterirler. Kemoterapotik ilaglara karsi olan direnglerin 6nemli bir nedeni de
Survivin’dir (74). Bir¢ok ¢alismada, Survivin eksprese eden tiimorlerin, anti-kanser
ilaglarin indiiklemesiyle olusan apoptozise karsi da direngli olduklar1 gosterilmistir (75,
76). Survivin antisense tedavisi ile, timor hiicreleri kemoterapi ve radyoterapiye
oldukca hassas hale gelebilmektedirler (77). Survivin sinyal yolaginin acikliga
kavusturulmast kanser tanisinda yeni prediktif ve prognostik bilgiler saglayacak ve

kanser tedavisinde yeni terapotik alternatifler sunacaktir (17,78).

2.10.1. Survivin’in vapisi

Survivin 142 amino asidden olusan, 16,5 kD (Kilodalton) agirliginda olan bir hiicre igi
bir proteindir. Memelilerdeki IAP ailesinin en kiigiik tiyesidir. AP14 veya BIRCS5 olarak
da bilinir. Apoptozis inhibisyonu tiimor gelisimine katkida bulunmaktadir. Son
zamanlarda apoptozisi inhibe eden aileye mensup yeni proteinler tanimlanmistir.
Survivin de bunlardan biridir. Tek bir BIR ( Baculovirus tekrarlayici dizisi ) domaini
igerir. IAP ailesinde bulunan ¢inko baglayici domain bulunmaz. BIR igeren maya ve C.
Elegans ile benzerlik gosterir. BIR domaini uzun bir alfa heliks yapisi igerir (79, 80, 81,
82). Survivin geni kromozom 17q25’de bulunmustur. Ug intron ve dért exondan olusur.
Hiicrenin boliinmesinden ve apoptozisin inhibisyonundan sorumludur (10, 17, 71).
Hiicre siklusunun G2/M fazinda niikleusta eksprese edilir. Mitotik igcikler ile

mikrotubiillerin olusumunda ve kontrol noktasinda gorev alir (71). Fetal gelisim
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doneminde ve insan kanserlerinde ekspresyonu artmaktadir (12). Apoptoziste goérevli
Proteaz, Kaspaz 3 ile Kaspaz 7 ve mitokondrial kaynakli ikinci kaspaz aktivatoriinii
(Smac/DIABLO) inhibe eder. Survivin ekspresyonunun meme, mide, kolorektal,
Ozafagus, mesane, pankreas, karaciger, akciger, serviks, over, mol hidatiform,
endometriyum karsinomlarinda, non-Hodgkin lenfoma, l6semiler, nd&roblastom,
glioblastom, melanom, osteosarkom, prostat, tiroid, oral ve larinks malignitelerinde
artis1 saptanmistir (83, 84). Ayrica baz1 ¢alismalarda, fetal akciger, kalp, bobrek, GIS
(cok kathi yasst epitel, endokrin pankreas), timik medulladan da eksprese oldugu
bildirilmistir (83). Bu da Survivin’in hiicre boliinmesi ve anti-apopitotik fonksiyonunun,
karsinogenezisin erken doneminde oldugu kadar ileri déneminde de etkili oldugunu
diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, baz1 ¢alismalarda normal dokularda diisiik veya
fark edilmez seviyelerde saptanip, bu olgularda mitozu diizenledigi ve Kaspaz
aktivasyonunu engelledigi goriilmiistiir (67). Tiimorlii dokularda ise homojen olarak up-
regiile edilen bir gen oldugu ve kanser vakalarinda apoptoz inhibisyonu yolu ile
hiicresel omrii uzattigir saptanmistir (67). Vaskiiler hasarin Survivin ile olan iliskisi de
aragtirtlmaktadir. Farelerde yapilan bir ¢alismada, femoral arter hasarinda, Survivin
artiginin, diiz kaslarda hiicre canliliginda rol oynadigi, Survivin’de olusacak bir
patolojide ise intimal neovaskiilarizasyonun olusmayacagi gosterilmistir. Diiz kaslarda
yapilan bu deneysel calismalar, bobrekte olusan iskemik hasar ve Alzheimer gibi
noronal apoptozisin regiilasyonuyla ilgili patolojilerde de Survivin’in rolii konusunu

giindeme getirebilir (85, 86, 87).
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2.10.2. Meme kanserinde survivin

Immunohistokimyasal calismalarda, Survivin’in temel olarak sitoplazmik olarak
eksprese edildigi goOsterilmistir. Buna ragmen hepatoseliiler karsinom, mide ve
osteosarkom gibi bazi1 kanserlerde niikleer boyama gozlenmis ve bunun iyi prognostik
bir faktor oldugu bildirilmistir (88,89,90, 91, 92). Meme kanseriyle yapilan ¢alismalarda
da sitoplazmik boyanmanin kotii prognozla, niikleer boyanmanin da iyi prognozla
iligkili oldugu bildirilmektedir (89,90). Benign lezyonlarin da degerlendirildigi bir
calismada, en fazla boyanmanin yiiksek gradeli DCIS (Duktal karsinoma in situ) ve
metastatik lenf nodu vakalarinda gézlendigi bildirilmistir. Yine ayni ¢aligmada, malign
dokunun etrafindaki neoplastik olmayan hiicrelerde ayn1 lokalizasyonda ama daha zayif

bir Survivin boyanmasi gézlenmistir (93).

Meme kanserinde yapilan Survivinle ilgili genetik ¢aligmalar, Survivin-AEX3,
Survivin 2a, Survivin-2B ve Survivin-3B olmak tizere 4 farkli varyant oldugunu
gostermistir. Tim varyantlar, hormon reseptorii (-) olan hastalarda yiiksek bulunmakla
beraber, Survivin-AEx3, Survivin 20 geng, duktal kaynakli, yiiksek gradeli
karsinomlarda yiliksek olarak saptanirken, 4’ten az lenf nodu tutulanlarda, daha fazla
sayida lenf nodu metastazi olanlara nazaran daha fazla Survivin-2B saptandigi
bildirilmistir. Univariate analizde Survivin 2a ve Survivin-3B kisa relapssiz sagkalim

stiresi ve kotli prognozla iliskili bulunmustur (94).

Survivin’in en fazla ER(-), PR(-) veya HER2 pozitif tiimoérlerde boyandigi
bildirilmektedir (93). In vitro ¢alismalar, Survivin’in dstrojen ile up-regiile oldugunu
gostermektedir (95). Premenapozal hastalarda Survivin, postmenapozal hastalardan

daha yiiksek bulunmustur. Ayrica hormon reseptorii (-) grupta daha yiiksek oranda
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eksprese edildigini bildiren ¢alismalar mevcuttur. Bu da yorumcular tarafindan
Survivin’in Ostrojen aracili supresyon hipotezinden ziyade bu gruptaki kanser

hiicrelerinin orjininin farkli olmasiyla iliskili olabilecegi seklinde degerlendirilmistir

(96, 97).

Survivinin kotii prognoz igin 6ngordiiriicii 6zelliginin Kaspaz inhibisyonu
yaparak, hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptozis yolagini baskilamasi ile ilgili
olabilecegi one siiriilmiistiir (9). Survivin ekspresyonu fazla olan hiicrelerin, apoptozis
baslaticilarina kars1 yanitsiz kaldig1 ve bdylece sitotoksik tedaviye daha rezistan oldugu
iddia edilmistir (98). Direngle ilgili yapilan bir ¢alismada, VEGF aracili direngte de
onemli rolii oldugu bildirilmektedir (76). VEGF, meme kanserinde hem radyoterapi
hem de endokrin tedavi igin, kotii hastalik prognozunda miikemmel bir prediktif

faktordiir (99, 100). Bu da Survivin’in énemini daha da arttirmaktadir.

Boyanma paterninin degerlendirildigi immunohistokimyasal calismalar, genel
olarak niikleer boyanmanin iyi prognozla iliskili olacagi yoniinde olmakla beraber,
0zafagus epidermoid karsinomu ve mantle hiicreli lenfomada kotii prognostik faktor
oldugu yoniinde caligmalar da mevcuttur (101, 102). Proliferasyonu yiiksek olan
timorler kemoterapiye daha duyarlidir. Survivin ekspresyonu fazla olan tiimdorlerin
kemoterapiye daha duyarli oldugu diisiiniilmektedir. Tedaviye direngte antiapoptotik
etkinin rol oynayabilecegi iddia edilmektedir. Yiiksek Survivin ekspresyonu olan ve
endokrin tedavi alan hastalarin (niikleer veya sitozolik boyanma faktoriine
bakilmaksizin), daha kisa siirede progrese olduklart ve bu hastalara kemoterapi

verildiginde, daha uzun bir progresyonsuz sagkalim elde edildigi bildirilmistir (103).
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Birgok ¢alisma, Survivin’in prediktif ve prognostik 6nemini vurgulamaktadir.
Ancak bu konuda daha net veriler elde etmek i¢in daha ¢ok sayida c¢alismaya ihtiyag

vardir.

2.10.3. Survivin’in prognostik ve diagnostik 6nemi

Survivin’in fetal gelisim esnasinda, antiapoptotik ozelliginden dolayi, hiicre
proliferasyonunu tesvik ettigi diistinilmiistiir. Timor hiicrelerinin de, Survivin’in bu
antiapoptotik 6zelliginden yararlandiklar1 diistiniiliir. Kanserli hiicreler, Survivin’in asiri
ekspresyonu sayesinde hiicre sikliisii kontrol noktalarini asabilirler. Apoptoz ¢alismalari
sayesinde kanser tedavisinde yeni ilaglar gelistirilmistir. Bir¢ok ilag apoptozu uyararak
timor hiicrelerinin ortadan kalkmasini saglar. Fakat bazi tiimorler, bu ilaglara karsi
direnglidir. Yapilan c¢alismalarda, yiiksek Survivin ekspresyonu olan tiimérlerde,
apoptozu uyararak etkisini gosteren kanser ilaglarina kars1 direng gelistigi gosterilmistir

(11,15,17).

Survivin; tiimor hiicrelerinde normal dokulara gore daha fazla eksprese edilen
birka¢ proteinden biridir. Survivin’in tiimoérlerde asirt ekspresyonu; kemoterapi direnci,
radyoterapi direnci, sagkalimin kisalmasi ve tiimor rekiirrenslan ile ilgilidir (13).
Survivin’in mitoz ve apoptozdaki fonksiyonlari, bu proteinin tiimoriin bityiime ile ilgili
olan hiicrelerinde eksprese edildigini, timor olugsmasinda ve tiimdriin biliylimesinde
etkili oldugunu diislindiiriir. Bu acidan Survivin, potansiyel bir kanser markeridir.
Survivin biyolojik sivilarda tesbit edilebilir. Ornegin Survivin, mesane kanserinde

hastalarin idrarinda tesbit edilmis ve bunun spesifik ve sensitif bir diagnostik gosterge
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oldugu saptanmustir (17). Kolorektal karsinomlar ve Noroblastomlarda yapilan
immunohistokimyasal ¢alismalar, Survivin ekspresyonu ile hastaligin koti gidisati
arasinda klinik korelasyon oldugunu gostermistir. Bu durum Survivin’in potansiyel bir
prognostik faktor oldugu distindiirtir (18, 19). Survivin’in artmasi, tiimorlii hastalar i¢in

negatif bir prognostik faktordiir.

2.10.4. Survivin promotor bolge polimorfizmleri

Polimorfizm, terim kokeni bakimindan Yunanca "¢ok" ve "bi¢im" kelimelerinin bir
araya gelmesiyle olusmustur. Birden fazla bi¢cimin bulunmasi olarak da tanimlanabilir.
Dogada ayni tiirde organizmalar genellikle baz1 gériiniimleri ile farklidir. Bu farkliliklar
genetik olarak belirlenmistir ve ‘Polimorfizm’ olarak isimlendirilirler. Birgok gen
lokusunda iki ya da daha fazla allel yer alabilir, buna ‘Genetik Polimorfizm’ adi

verilir.

Survivin genindeki, tek niikleotid polimorfizmlerinden (SNP) biri, CDE/CHR
(Cell cycle dependent element/cell cycle gene homology region) repressor baglama
bolgesinde (ATG baslangic kodonunun ilk niikleotidine -31 uzaklikta) lokalize, genin
promotor bolgesi iginde yer almaktadir. Bu polimorfizmin (G/C), Survivin’in hem
mRNA hem de protein seviyesinin asir1 ekspresyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir.
Survivin promotor 31G/C gen polimorfizmi ile literatiirde ¢esitli kanser tiplerinde

yapilmis sinirlt sayida ¢aligma bulunmaktadir (20) .
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2.10.5. Survivin gen ekspresyonunun regiilasyonu

Survivin mitozda hiicre sikliisiine bagli olarak eksprese edilir. Survivin geninin
promotoru, bir hiicre dongii bagimli element (CDE) ve hiicre dongili protein homolog
bolgelere (CHR) sahiptir. Bu bolgeler, Siklin A ve Siklin B gibi hiicre dongiisiiniin
G2/M fazinda eksprese olan genlerde mevcuttur. Survivin ekspresyonu, G2/M fazinda,
G2 veya S fazindakinden 10 kat daha yiiksektir (104). Birgok normal diferansiye olmus
hiicrede ekpresyonu tesbit edilemezken, CD34C kemik iliginden derive kok hiicreler,
bazal epitelyal hiicreler, timositler, normal uterin serviksinin epitelyal hiicreleri gibi

hizli boliinen normal hiicrelerde yavas eksprese oldugu bildirilmistir (9,105,106).

2.10.6. insan malignitelerinde survivin

Hemen hemen biitiin kanserlerde (Mide, 6zofagus, akciger, meme, karaciger, over,
beyin kanserleri ve hematolojik maligniteler gibi) Survivin’in fazla ekspresyonu
bildirilmistir (10,107). Kanser hiicreleri, Survivin’in sitoprotektif ozelligini stirekli
proliferasyon amaciyla kullanirlar. Survivin ekspresyonu, kanserli hastalarda, hastanin
sagkalimi, hastalik rekiirrensi, kemoterapi ve radyoterapi rezistansi ile de iligkilidir.
Yiiksek Survivin ekspresyonu, kolorektal kanserde II. evrede (109), 6zofagus
kanserinde (110), hepatoselliiler karsinomda (111), akciger kanserinde (112), gliomda
(113), 16semide (114) ve diger bazi kanser tiplerinde hastalik rekiirrensi veya hastanin
sagkalim siiresinde kisalma ile iliskili bulunmustur. Yapilan caligmalarda, timor
hiicrelerinde, bazal Survivin ekspresyonunun azalmasinin, kanserli hastalarda tedaviye

cevabi arttirabilecegi yoniinde sonuglar bulunmustur (115,116).
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3. MATERYAL - METOD

Projenin kabuliinden ve Klinik Arastirmalar Etik Kurul'una basvurularak onay
alindiktan sonra, Ocak 2004 - Mayis 2011 tarihleri arasinda Turgut Ozal Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Genel Cerrahi Anabilim Dalinda invaziv meme karsinomu
tanisiyla ameliyat edilen 111 hasta “Kanser Grubu” olarak calismaya alindi. Kanser
grubu ayrica kendi icinde unifokal meme kanser grubu (n=57) ve
multifokal/multisentrik kanser grubu (n=54) olarak ikiye ayrildi. Ayrica 30 yas {izeri,
101 saglikli kadin birey de (kontrol grubu), aydinlatilmis onamlar1 alindiktan sonra, kan
ornekleri alinarak caligmaya dahil edilmistir. Genetik incelemeler, kanser grubunda
fakiiltemiz Patoloji Anabilim Dali’'nda saklanan parafin blok doku O6rneklerinden,
kontrol grubunda ise goniilliilerin kan 6rnekleri tizerinde Tip Fakiiltemiz Genetik Bilim

Dal1 Genetik Laboratuvari’nda yapilmigstir.

Kanserli hastalarin; yas, menars yasi, menopoz durumu, Ostrojen hormon
kullanimi, emzirme durumu, sigara kullanimi, ailede meme kanseri dykiisii, tiimdr tipi,
timor capi, grade, lenf kanal invazyonu, vaskiiler invazyon, perindral invazyon,
multifokal/multisentrik tiimor varligi, lenfatik metastaz varlii, metastatik lenf nodu
sayisi, Ostrojen/progesteron reseptor durumu, C-erb B2 durumu, niiks ve sagkalim

bilgileri, anabilim dalimiz meme kanseri veritabanindan elde edildi.

Kanser grubu dislama kriterleri: Baslangigta sistemik hastaligi olan hastalar,
neoadjuvan kemoterapi alan hastalar, piir in situ karsinomlu hastalar, takipler sirasinda

iliskisi kopan hastalar ¢calismaya dahil edilmedi.
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Tanimlamalar:

- Multifokal Meme Kanseri: Memede ayni kadranda yer alan, aralarinda
normal meme dokusu bulunan iki veya flizeri invaziv kanser odaklari,
‘Multifokal’ olarak adlandirilirlar.

- Multisentrik Meme Kanseri: Farkli kadranlarda yer alan veya odaklar
arasinda 2 cm’den fazla mesafe olan, iki veya iizeri invaziv kanser odaklari
‘Multisentrik’ olarak adlandirilirlar.

- Yaygin intraduktal komponent: Invaziv karsinomun en az % 25’ini
intraduktal karsinom olusturuyorsa yaygin intraduktal komponent varligindan

sOz edilir.

GENETIK METOD;
3.1. Parafin Bloktan Dna izolasyonu

Parafin dokudan DNA izolasyonu invitrogen PureLink ™ Genomic DNA Kit For
purification of genomic DNA (Kat no: K1820-02) kiti kullanilarak yapildi. DNA
izolasyonu, dokular1 parafinden arindirma islemi ve proteinaz asamasi olarak iki
kisimda gerceklestirildi. Dokular kiiciik parcalara ayrilarak 1,5 ml’lik mikrosantrifiij
tiipiine kondu. 80 °C’de 15-20 dk inkiibe edildi. Dokular iizerine 1-1,5 ml ksilol eklenip,
55 °C’de 1 saat bekletildi. Ksilol uzaklastirilip, 1 ml ksilol eklenip, 55 %C’de 1 saat
bekletildi. Ayni islem bir de yarim saat bekletilerek yapildi. Dokular yeni bir
mikrosantrifiij tiipline aktarildi ve ksilolden arindirmak i¢in alkol serilerinden gegcirildi.

%100’ lik etanol 1 ml eklenip, 37 °C’de 30 dk tutuldu. Siipernatant uzaklastirilip,
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sirastyla %80°lik, %60°1ik ve %40°1ik etil alkol serilerinde 37 °C’de 15-30 dk tutuldu. 1
ml distile suda 15 dk tutulduktan sonra 13.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Dokular
yeni bir mikrosantrifiij tiipe aktarilarak proteinaz asamasina gecildi. Parafinden
arindirilan dokularin {izerine 40 pl proteinaz K ve 380 pl genomik digestion buffer
eklendi, vortekslendi ve 55 °C’de benmaride 15 saat inkiibe edildi. 13.000 rpm’de 3 dk
santrifiij edilip, siipernatant yeni tiipe aktarildi. 40 ul RNase A ilave edildi, vortekslendi,
2 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. 400 pl genomik lysis/binding buffer eklenerek
homojen soliisyon elde edinceye kadar iyice vortekslendi. 400 ul %96 etanol eklendi ve
tekrar homojen soliisyon elde edinceye kadar vortekslendi. Lizat esit miktarda 2 tane
spin kolona aktarildi. 10.000 g’de 1 dk 25 °C’de santrifiij edildi ve toplama tiipii
bosaltildi. Spin kolona 500 ul wash buffer 1 konuldu ve 10.000 g’de 1 dk 25 °C’de
santrifiij edilip, toplama tiipii bosaltildi. Spin kolona 500 ul wash buffer 2 eklendi,
13.000 rpm de 3 dk 25 °C’de santrifiij edildi. Spin kolon 1,5 ml’lik mikrosantrifiij
tiipiine aktarildi. 100 ul genomik elution buffer eklendi ve oda sicakliginda 1 dk inkiibe
edildikten sonra 13.000 rpm’de 1 dk 25°C’de santrifiij edildi. Nano drop’da 6l¢lim

yapildiktan sonra elde edilen DNA PCR ‘da kullanilmak iizere -20 °C’de sakland.

3.2. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Kontrol grubuna ait periferik kan orneklerinden DNA izolasyonu Fenol-Kloroform
yontemi kullanilarak yapildi. Steril 15 ml’ lik falkon tiipiine 9 ml RBC Lysis Buffer
(1x) ve iizerine 3 ml periferik kan konuldu. 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilip,

2000g’ de 10 dakika santrifij edildi. Santrifiij edildikten sonra pellet korunacak sekilde,
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siipernatant yavas yavas dokiilerek uzaklastirildi. Pelletin iizerine 350 ul 10-10 TE
konuldu, pipetaj yapilarak pellet temiz bir ependorf tiipiine aktarildi. Uzerine 20 ul
%10 SDS ve 8 ul proteinase K (Qiagen Lot No: 136259198) eklenip vorteks yapildi. 15
dakika 70°C’ de inkiibe edildikten sonra 6rnekler 37 °C’ de overnight inkiibe edildi. Bir
gecelik inkiibasyon sonrasi pellet tamamen ¢oOziindiikten sonra geri kalan islemlere
devam edildi. 5000 rpm’ de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatantin lizerine 20 ul 5 M
NaCl konuldu. 400 pul Fenol (Sigma P4557) eklendi. 15000 rpm’ de 15 dakika 4°C’ de
santrifiij edildi. Iki faz goriildii, iistteki seffaf faz temiz bir ependorf tiipiine aktarildi.
400 pl CIA (Sigma CO0549-1PT) eklendi ve hizlica alt iist edildi. 15000 rpm’ de 15
dakika 4°C’ de santrifiij edildi. iki faz goriildi, iistteki seffaf faz temiz bir ependorf
tiipiine aktarildi. Bu asama iki kez tekrarlandi. Santrifiij sonras: iistde ki seffaf kisim
temiz bir ependorf tiipiine aktarildi. Uzerine 1ml %100 etanol eklendi ve DNA elde

edildi. DNA 200 ul 1-1 TE i¢inde ¢éziilerek -20 °C’de sakland.

3.3. DNA Amplifikasyonu

Survivin geni -31 G>C (rs 9904341) polimorfizminin arastirilmast igin;

Forward 5 AAGAGGGCGTGCGCTCCCGACA 3’

Reverse 5> GAGATGCGGTGGTCCTTGAGAAA 3’ primerler kullanilarak

asagidaki 151 bp’lik bolge ¢ogaltildi.
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Forward

[
»

A ACEEOEICEEoNEEEEAPA 1GCCCCGCGGCGCGCCATTAACCGCCAGA

TTTG
“ Polimorfizm”

v

AATCGCSGGACCCGTTGGCAGAGGTGGCGGCGGCGGCATGGGTGCCCCGAC
GTCTGCCTGGCAGCCCTTTCTCAAGGACCACCGCATCTC

P
<«

Reverse

3.3.1. Primerlerin sulandirilmasi

Liyofilize durumdaki primerlere kullanma talimatinda belirtilen miktarda 1XTE (Tris
EDTA) eklenerek ve 100 pikomol/mikrolitre’lik stok ¢ozeltiler hazirlandi. PCR
isleminde kullanilmak {izere stoktan 20 pikomol/mikrolitre’lik konsantrasyonlu 100

mikrolitrelik sulandirilmis primerler hazirlandi.

3.3.2. Reaksivon karisimi

Total PCR reaksiyon karigimi her bir 6rnek i¢in 25 mikrolitre olacak sekilde hazirlandi.
10X NH,4 buffer, MgCl, (25mM), dNTP, primerler, H,O ve Taq Polimerazdan olusan

karigim her bir reaksiyon tiipiine dagitild1 ve en son DNA 6rnekleri eklendi.
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Tablo 1. PCR reaksiyon karigimi

SURVIVIN
10X NH, 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 pl (Thermo)
dH,O 16,3ul
DNA 2 ul
Tablo 2. izlenen PCR programi
Denatiirasyon 94 °C 5 dakika
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye
Primer baglanma 62.2 °C 30 saniye 35 dongii
Uzama 72 °C 1 dakika
Son uzama 72°C 5 dakika

Techne TC-3000 model PCR cihazinda yukaridaki reaksiyon kosullarinda
amplifikasyon gerceklestirildi.

3.4. Agaroz Jel Elektroforezi

ArastirdiZimiz gen bolgesinin PCR iiriinlerinin ¢ogalip ¢ogalmadigini kontrol etmek
icin %3’liik agaroz jelde PCR iiriinleri yiiriitiildi. 100 ml 1X TAE (Tris/ Asetik Asit /
EDTA) tamponunun icine 3 gr agaroz (Invitrogen kat no: 16500-100g) konuldu.
Mikrodalgada agaroz iyice eriyinceye kadar tutuldu. 2,5 pl etidyum bromid ilave

edildikten sonra jel kaliba dokiilerek 30 dakika donmaya birakildi. PCR {irlinlerinden 5
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ul alimarak 1 pl 6XLoading dye ile karistiritlip kuyucuklara yiiklendi. Jel, 110 V°de 15

dk yiirtitildiikten sonra U.V. transliminatorde goriintiilendi.

100BP MK/275 288 295 208 299 300 301

Sekil 9. Hasta gruplarinin PCR amplifikasyon {irlinlerinin Agaroz jel elektroforez

gorintiileri. (-K, kontrol amagli)

3.5. DNA’nin Enzimatik Kesimi ve Polimorfizmin Belirlenmesi

PCR sonucunda elde ettigimiz PCR {iriinleri bize sadece polimorfizmin oldugu bdlgenin
dizisini vermektedir. Arastirdigimiz tek niikleotid polimorfizmlerini tespit etmek i¢in bu

bolgeleri tantyan Restriksiyon Enzimleri (RE) kullanilarak allel tespiti yapilda.

Agaroz jel elektroforezi ile PCR iirlinlerinin amplifikasyonlarinin kontrolii
yapildiktan sonra enzimatik kesim islemine ge¢ildi. Kesim sonucunda 5 pl DNA, 1 pl
6XLoading dye ile karistirilarak kuyucuklara yiiklendi ve 100 V’de 30 dk yiiriitiildiikten

sonra U.V. transliminatorde goriintiilendi.
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3.5.1. Survivin -31 G>C (rs 9904341) polimorfizmi icin enzim kesimi

Msp 1 (Fermantas Thermo Scientific Fast Digest) enzimi ile 151 bp’lik genom boliimii,

90 ve 61 bp’lik parcalara kesildi. Enzim C bazini kesmekteydi.

GG=HOMOZIGOT WILD TYPE

Genotipleme: GG :151bp GCO—HETEROZIGOT

GC :151 bp, 90 bp, 61 bp CC=HOMOZIGOT

CC : 90bp, 61bp

Tablo 3. Msp I enzimi i¢in kesim kosullar1

Msp |

PCR iiriinii Sul

Msp | Fast digest| 02l Inkiibasyon siiresi:
enzyme (FD0544) 37 °C 20 dakika

10X Fast digest Buffer | 1 pl

dH,0 8.8 ul
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50BP MK/201 202 203 204 205 206 207 208 209 165

500 BP

450 BP

400 BP

90 BP

Sekil 10. SURVIVIN geni polimorfizminin enzim kesimine ait agaroz jel elektroforez

goruntusu

Bu o6rneklerin genotipleri 201=CC, 202=GG, 203=GC, 204=GC, 205=GC, 206=GC,
207=GG, 208=GC, 209=GC, 165=CC.

3.5.2. Survivin geni -31 G>C (rs9904341) polimorfizminin incelenmesi

SURVIVIN geni G > C (rs9904341) polimorfizminin analizi i¢in; PCR iiriiniin varligi
tespit edildikten sonra DNA sekans yapilarak genotip belirlendi. Orneklere RFLP
sonuglarint kontrol amagli sekans yapildi. Sekans sonuglartyla RFLP sonuglart birbirini

dogrulada.
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Sekil 11. SURVIVIN geni homozigot wild type (GG) &rnegine ait elektroferogram
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Sekil 12. SURVIVIN geni homozigot (CC) polimorfizmine ait elektroferogram

goruntiisu
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140 130 160 1m0 180 1%
CCGC0GGECGECGCCATTAACCGECC AGAT TGAATCOGC GGEGACCGGT GGC ACGCAGET GGEGGE

Sekil 13. SURVIVIN geni heterozigot (GC) polimorfizmine ait elektroferogram

goruntiisu

3.6. istatistiksel Analiz Metodu

Verilerin analizi SPSS for Windows 16,0 paket programinda yapildi. Tanimlayici
istatistikler kesikli ve stlirekli sayisal degiskenler i¢in ortalama + standart sapma
seklinde kategorik degiskenler ise gézlem sayisi ve (%) bigimindce ifade edildi. Gruplar
arasinda ortalama degerler yoniinden farkin Onemliligi Student’s t-testi ile
degerlendirildi. Kategorik degiskenler Pearson’un Ki-Kare, Fisher’in Kesin Sonuglu Ki-
Kare veya Olabilirlik Oran testi ile degerlendirildi. Kanser grubu icerisinde Survivin
31G/C polimorfizmi agisindan niikssiiz sagkalim ve genel sagkalim yoniinden
istatistiksel olarak anlamli fark olup olmadig1 Log-Rank testi kullanilarak Kaplan Meier
sagkalim analizi ile degerlendirildi. Ortalama beklenen yasam siireleri ve bu siireye
iliskin %95 giiven araliklar1 hesaplandi. p<0,05 i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlaml

kabul edildi.
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4. ISTATISTIKSEL ANALIiZ VE ELDE EDIiLEN BULGULAR

Kontrol grubu ile kanser grubu arasinda menars yas ortalamasi yoniinden istatistiksel

olarak anlamli farklilik goriilmedi (p=0,542).

Kontrol grubu ile kanser grubu arasinda menopoz yas ortalamasi yoniinden

istatistiksel olarak anlamli farklilik goriillmedi (p=0,120).

Gruplar arasinda siit verme, sigara kullanma ve ailede meme kanseri oykiisii

yoniinden istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p>0,05).

Tablo 4. Kontrol ve Kanser Gruplarima Gore Olgularin Demografik ve Klinik

Ozellikleri Y®6niinden Dagilim1

Degiskenler Kanser Grubu Kontrol Grubu (n=101) p-degeri
(n=111)

Yas 52,9+14,3 40,2+7,3 <0,001

Menars Yasi 13,3£1,2 13,2+1,5 0,542

Menopoz Yasi 47,945,6 44,1+£9,0 0,120

Post-Menopoz 64 (%57,7) 13 (%12,9) <0,001

Hormon Alimi 26 (%23,4) 54 (%53,5) <0,001

Siit Verme 102 (%91,9) 89 (%88,1) 0,358

Sigara Oykiisii 0,286

Yok 93 (%83,8) 77 (%76,2)

Var 17 (%15,3) 21 (%20,8)

Iemis Birakmus 1 (%0,9) 3 (%3,0)

Aile OyKkiisii 0,166

Yok 88 (%79,3) 87 (%86,1)

1.Derece Akraba 12 (%10,8) 4 (%4,0)

Daha Uzak Akraba 11 (%9,9) 10 (%9,9)
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Kontrol ve kanser gruplari arasinda Survivin 31GC promotor polimorfizmi
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p=0,058). Ancak istatistiksel

fark, anlam sinir1 olan p<0.05’e ¢ok yakin bulundu.

Kontrol grubuna gore kanser grubunda GC+CC genotipi (ya da C allelini) tasima
orani istatistiksel anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p=0,023). ‘GC+CC’, kanserli
hastalarin %59’unda bulunurken, kontrol grubunun %38’inde bulunmaktadir. Bu
sonuglara gore, Survivin geninde promotor bdlgede C allelini tasimak (31GC veya

31CC) meme kanserine yatkinlik ac¢isindan anlamli bir fark olusturmaktadir.

Tablo 5. Kontrol ve Kanser Gruplarina Gore Olgularin  Survivin - Promotor

Polimorfizmi Yoniinden Dagilimi

Degiskenler Kanser Grubu (n=111) Kontrol Grubu (n=101) p-degeri
Survivin 31GC 0,058
GG 52 (%46,8) 63 (%62,4)

GC 46 (%41,4) 32 (%31,7)

cC 13 (%11,8) 6 (%5,9)

Survivin 0,023
GG 52 (%46,8) 63 (%62,4)

GC+CC 59 (%53,2) 38 (%37,6)
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Sekil 14. Kontrol ve Kanser Gruplarmma Gore Olgularin Survivin 31GC Promotor

Polimorfizmi Yo6niinden Yiizdesel Agidan Sematik Dagilimi

Kanser Kontrol

GG 46,8 62,4
GC 41,4 31,7
CcC 11,8 59

GG genotipine karsi, GC veya CC genotipini tasiyanlarda (GC+CC) kanser gelisme
riski istatistiksel a¢idan anlamli olarak 1,413 kat (%95 Giiven Araligi: 1,040-1,918)
artmaktadir.

Tablo 6. Kontrol ve Kanser Gruplarinda Olgularin Survivin Promotor Polimorfizmi

(GC+CC) Yéniinden Dagilim1 Ve Odds Orani iliskisi

Survivin Kontrol Kanser Odds Orani
Promotor (n=101) (n=111) (%95 Giiven Aralg)
Polimorfizmi

GC+CC 38 (%37,6) 59 (%53,2) 1,413 (1,040-1,918)

Kanser grubu igerisinde, Survivin promotor polimorfizmi ag¢isindan, GG

genotipini tasiyan grup ile GC+CC genotipini tagiyan gruplar arasinda yas ortalamasi,
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menopoz yas ortalamasi, post-menopoz donemde olma orani yoniinden istatistiksel

olarak anlaml farklilik goriilmedi (Sirasiyla p=0,287; p=0,787 ve p=0,445).

Kanser grubu igerisinde Survivin promotor polimorfizmi agisindan GG
genotipini tasiyan gruba gore GC+CC genotipini tasiyan grupta ilk dogum yasi

ortalamasi istatistiksel anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p=0,038).

Kanser grubu igerisinde Survivin promotor polimorfizmi agisindan GG
genotipini tagiyan grup ile GC+CC genotipini tasiyan gruplar arasinda son dogum yasi
ortalamalari, hormon alimi, hormon alim siiresi, siit verme, sigara dykiisii, ailede meme
kanseri oykiisii ve ailede akrabalik derecesine gore tekrar incelenen aile Oykiisii

yoniinden istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p>0,05).

Tablo 7. Kanser Grubu Igerisinde Survivin Promotor Polimorfizmi Yé&niinden

Olgularin Demografik ve Klinik Ozellikleri Y&niinden Dagilimi

Yas 51,4+12.9 54,3+15.4 0,287
Menopoz Yasi 48,3+7,4 47,6+4,0 0,787
Post-Menopoz 28 (%53,8) 36 (%61,0) 0,445
Ik Dogum Yasi 21,4434 24,3456 0,038
Son Dogum Yasi 30,2+5,2 29,6+4,7 0,701
Hormon Alim 9 (%17,3) 17 (%28,8) 0,214
Hormon Siiresi(ay) 12,549,0 38.,9+48,9 0,075
Siit Verme 47 (%90,4) 55 (%93,2) 0,732
Sigara Oykiisii 0,455
Yok 45 (%86,5) 48 (%81,4)

Var 7 (%13,5) 10 (%16,9)

I¢mis Birakmus - 1 (%1,7)

Ailede Meme CA 12 (%23,1) 11 (%18,6) 0,565
Oykiisii (var/yok)

Aile OyKkiisii 0,486
Yok 40 (%76,9) 48 (%81,4)

1.Derece Akraba 5 (%9,6) 7 (%11,9)

Daha Uzak Akraba 7 (%13,5) 4 (%6,8)
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Kanser grubu igerisinde Survivin promotor polimorfizmi agisindan, GG
genotipini tasiyan grup ile GC+CC genotipini tagiyan gruplar arasinda multifokal-
multisentrik meme kanseri siklig1 yoniinden istatistiksel olarak anlamli farklilik

goriilmedi (p=0,159).

Kanser grubu igerisinde Survivin promotor polimorfizmi agisindan, GG
genotipini tastyan grup ile GC+CC genotipini tasiyan gruplar arasinda invaziv Duktal
CA veya invaziv Lobiiler CA siklig1 yoniinden istatistiksel olarak anlamli farklilik

goriilmedi (p=0,409).

Kanser grubu igerisinde Survivin promotor polimorfizmi agisindan, GG
genotipini tastyan grup ile GC+CC genotipini tasiyan gruplar arasinda tiimor ¢ap1 (mm)
ve timor capr evresi (TNM) yoniinden istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi

(p=0,894 ve p=0,508).

Kanser grubu igerisinde Survivin promotor polimorfizmi ac¢isindan, GG
genotipini tastyan grup ile GC+CC genotipini tasiyan gruplar arasinda grade yoniinden

istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (p=0,613).

Kanser grubu igerisinde Survivin promotor polimorfizmi agisindan, GG
genotipini tastyan grup ile GC+CC genotipini tasiyan gruplar arasinda lenf kanali
invazyonu, vaskiiler invazyon, perindral invazyon, lenfatik metastaz ve metastatik lenf

nodu sayisi yoniinden istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p>0,05).

Kanser grubu igerisinde Survivin promotor polimorfizmi acisindan, GG
genotipini tastyan grup ile GC+CC genotipini tasiyan gruplar arasinda lenfatik metastaz
grubu (TNM), yaygin intraduktal komponent ve perinodal yayilim agisindan da

istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p>0,05).
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Kanser grubu igerisinde Survivin promotor polimorfizmi agisindan, GG

genotipini tastyan grup ile GC+CC genotipini tagiyan gruplar arasinda sirasiyla;

Ostrojen reseptdr pozitifligi (ER), Progesteron Reseptdr Pozitifligi (PR) ve C-Erb B2

pozitifligi yoniinden istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (Sirasiyla p=0,774;

p=0,596 ve p=0,880).

Tablo 8. Kanser Grubu Icerisinde Survivin Promotor Polimorfizmi Y®&niinden

Olgulari Patolojik Ozellikleri

Degiskenler GG (n=52) GC+CC (n=59) p-degeri
Gruplar

Multifokal-Multisentrik 29 (%55,8) 25 (%42,4) 0,159
Unifokal 23 (%44,2) 34 (%57,6)

Patoloji

Invaziv Duktal CA 44 (%84,6) 53 (%89,8) 0,409
Invaziv Lobiiler CA 8 (%15,4) 6 (%10,2)

Tiimoér Capi(mm) 26,6159 27,0+17,0 0,894
Tiimor Cap1 Evre(TNM)

<2cm 22 (%42,3) 25 (%42,4) 0,508
2>-<5 (2,1-4,9cm) 27 (%51,9) 27 (%45,8)

>5 cm 3 (%5,8) 7 (%11,9)

Grade

I-11 35 (%67,3) 37 (%62,7) 0,613
i 17 (%32,7) 22 (%37,3)

Lenf Kanah invazyonu 30 (%57,7) 34 (%57,6) 0,994
Vaskiiler invazyon 6 (%11,5) 8 (%13,6) 0,749
Perinéral invazyon 14 (%26,9) 20 (%33,9) 0,426
Lenfatik Metastaz(var/yok) 32 (%61,5) 34 (%57,6) 0,675
Metastatik Lenf nodu Sayisi 3,7+6,4 5,4+9,7 0,310
Lenfatik Metastaz Grubu(TNM)

(NO) Yok 20 (%38,5) 25 (%42,4)

(N1) 1-3 nod pozitif 19 (%36,5) 11 (%18,6) 0,158
(N2) 4-9 nod pozitif 7 (%13,5) 14 (%23,7)

(N3) 10 ve iizeri 6 (%11,5) 9 (%15,3)

Yaygin intraduktal Komponent 19 (%36,5) 22 (%37,3) 0,935
Perinodal Yayilim (Var/Yok) 14 (%26,9) 16 (%27,1) 0,982
ER Pozitifligi 40 (%76,9) 44 (%74,6) 0,774
PR Pozitifligi 41 (%78,8) 44 (%74,6) 0,596
C-erb B2 Pozitifligi 15 (%28,8) 16 (%27,1) 0,880
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Kanser grubu igerisinde Survivin promotor polimorfizmi acisindan, GG
genotipini tagiyan grup ile GC+CC genotipini tagiyan gruplar arasinda, kaba niiks, lokal
niiks ve uzak niiks oranlar1 yoniinden de istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi

(p>0,05).

Kanser grubu igerisinde Survivin promotor polimorfizmi agisindan, GG
genotipini tasiyan grup ile GC+CC genotipini tasiyan gruplar arasinda, niiks gelisen
olgular igerisinde niikse kadar gecen ortalama siire yoniinden istatistiksel olarak anlamli

farklilik goriilmedi (p=0,368).

Kanser grubu igerisinde Survivin promotor polimorfizmi acisindan, GG
genotipini tastyan grup ile GC+CC genotipini tasiyan gruplar arasinda kaba mortalite ve
toplam sagkalim siiresi yoniinden de istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi

(p=0,445 ve p=0,471).

Tablo9. Kanser Grubu Icerisinde Survivin Promotor Polimorfizmi Y®éniinden
Olgularin Niiks Ve Sagkalim Ozellikleri

Degiskenler GG (n=52) GC+CC (n=59) p-degeri
Niiks 2 (%3,8) 5 (%8,5) 0,445
Lokal Niiks 1(%1,9) 1(%1,7) 1,000
Uzak Niiks 2 (%3,8) 5 (%8,5) 0,445
Niiks Siiresi(ay) 36,0+£22,6 25,2492 0,368
Mortalite 2 (%3,8) 5 (%8,5) 0,445
Sagkalim Siiresi(ay) 47,1£30,2 43,0+£29,5 0,471
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5. TARTISMA

Survivin, IAP ailesinin iiyesi olan antiapoptotik bir proteindir. Survivin hem apoptozu
baskilayan hem de hiicre bdliinmesini diizenleyen c¢ift fonksiyonlu bir proteindir.
Insanlardaki gesitli malignitelerde Survivin’in yogun eksprese oldugu ancak normal
eriskin dokularda oldukg¢a az hatta tesbit edilebilir diizeyin altinda oldugu bilinmektedir
(10, 9). Survivin hiicre sikliisiiniin G2/M fazinda eksprese olur. Apoptoz diizenini
bozarak, anormal hiicrelerin yasamasini tesvik etmek yoluyla tiimér hiicrelerine anlaml
bir avantaj sagladig1 diistiniiliir (12). Survivin diizeyinin artmasinin tiimdrler i¢in negatif
bir prognostik faktér oldugu one siiriilmektedir. Survivin’in asir1 ekspresyonunun
kisalmis sagkalim ile ilgili oldugu bildirilmistir. Ayrica yine yapilan calismalarda,
Survivin asir1 ekspresyonunun, kemoterapi ve radyoterapiye direngli olan tiimorlerin
artmis rekiirrens hiz1 ile iliskili oldugu bildirilmistir (13, 19). Insanlarda gériilen
kolorektal kanser, hepatoseliiler kanser, akciger kanseri, pankreas kanseri ve
osteosarkom gibi c¢esitli hastaliklarda yiiksek Survivin ekspresyonu tespit edilmistir
(122). Bunun yaninda, yiiksek Survivin ekspresyonunun bu kanserlerin kotii prognozu
ile iliskili oldugu da belirtilmistir. Survivin’in transkripsiyonel seviyede
ekspresyonunun biiyiik 0Ol¢iide kontrol altinda oldugu bilinmektedir. Survivin’in
transkripsiyonel kontroliiniin, Survivin promotorunun proksimal bdlgesinde lokalize
olan, hiicre sikliis bagimli elementler (Cell Cycle Dependent Element) (CDE) ve hiicre

sikliis homolog bolgeler (Cell Cycle Homology region) (CHR) araciligiyla oldugu 6ne
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siirtilmektedir (17). Survivin molekiiliinii kodlayan genin promotor bdlgesi iginde
tanimlanmis birkag¢ niikleotid polimorfizmi bulunmustur. Bunlardan biri de, bizim
calismamizda da arastirdigimiz, CDE/CHR repressor baglama bolgesinde (ATG
baslangi¢c kodonunun ilk niikleotidine 31 baz ¢ifti uzaklikta) lokalize olan o bolgeye
ait  Survivin  31G/C promotor polimorfizmidir. Yapilan ¢alismalarda, bu
polimorfizmin, Survivin’in hem mRNA hem de protein seviyelerindeki asir1
ekspresyonu ile iligkili olabilecegi bildirilmektedir (20). Bu amagla biz de ¢calismamizda
meme kanserleri ve kontrol grubu arasinda Survivin 31G/C promotor polimorfizmi

iliskisini arastirdik.

Survivin 31G/C promotor polimorfizminin, daha 6nceden, bir¢cok farkli kanserle
olan iligkisi incelenmis olmasina ragmen, bildigimiz kadariyla unifokal ve
multifokal/multisentrik meme kanserlerinde bu polimorfizm daha 6nce ¢alisilmamistir.
Bu ylizden biz de, bu ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglari, Survivin 31G/C promotor
polimorfizminin iligkisinin arastirlldigi diger kanser tiirlerinin sonuglart ile

karsilastirdik.

Gazouli ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada (117), 312 tane sporadik kolorektal
kanser hastasinin biyopsi drneklerine ait verileri ve 362 kisilik saglikli kontrol grubuna
ait verileri incelemislerdir. Calisma sonucunda, Yunan populasyonundaki saglikli
kontrol grubunda, Survivin promotor 31G/C gen polimorfizmine ait genotip
frekanslarini sirasiyla GG %33,98, GC %45,03, CC %?20,99 olarak tesbit etmislerdir.
Cheng ve arkadaslarn (118) ise calismalarinda, Cin populasyonundaki saglikli
kontrollerde Survivin promotor 31G/C genotip frekanslarint GG % 46,26, GC % 41,8,

CC % 11,94 olarak saptamislardir. Jang ve arkadaslar1 (119) yaptiklari ¢calismada, Kore
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populasyonunda saglikli kontrollerde Survivin promotor 31G/C genotip frekanslari GG
% 24,4, GC % 50,3, CC % 25,3 olarak saptanmislardir. Borbely ve arkadaglar1 (120),
Macar populasyonunda saglikli kontrollerde Survivin promotor 31G/C genotip
frekanslarini GG % 39, GC % 47, CC %14 olarak saptamislardir. Biz ise yaptigimiz
calismada, saglikli kontrollerde Survivin promotor 31G/C genotip frekanslarint GG %
62,4, GC % 31,7, CC %5,9 olarak saptadik. Calismamizda meme kanserli hastalar ve
kontrol grubu arasinda Survivin promotor 31G/C genotip dagilimlar agisindan anlamli
bir fark saptanmamistir. Ancak aralarindaki istatistiksel iliski anlam sinirina ¢ok yakin

bulunmustur.

Literatiirde Survivin promotor 31G/C gen polimorfizmi ile ¢esitli kanserlere
yatkinlik iligkisini inceleyen ya da bu polimorfizmin hastalifin prognostik

parametreleriyle olan iliskilerini inceleyen ¢esitli calismalar bulunmaktadir.

Wagner ve arkadaslar1 yaptiklar ¢alismada (121), Akut Myeloid Losemi’de
(AML) vyiiksek Survivin ekspresyonunda rol alan molekiiler mekanizmay1
incelemislerdir. Elde edilen sonuglar, Survivin promotorunun metilasyon statiistiniin ve
tek niikleotid polimorfizmlerinin, Survivin geninin promotor bélgesinde meydana
gelmesinin, 16semi olusumunda diisiik bir 6neme sahip oldugunu gostermistir. Borbely
ve arkadaglari ise yaptiklart ¢alismada (120), Survivin promotor polimorfizmi ile
servikal karsinogenez iliskisini incelemislerdir. Borbely ve arkadaslar1 yaptiklar
caligmada, Survivin promotor polimorfizminin, uterusun servix kanserinin olusumunda
artan bir risk olusturmadigin1 bulmuslardir (120). Bizim ¢alisma sonug¢larimizda da,
Borbely ve arkadaslar1 (120) ile benzer sekilde kontrol ve meme kanseri gruplari

arasinda Survivin 31G/C promotor polimorfizmi a¢isindan istatistiksel olarak anlamli
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bir farklilik goériillmedi (p=0,058). Fakat aralarindaki istatistiksel iliski anlam sinirina
cok yakin bulundu. Uzerinde calisilan seri yeterince biiyiitiiliirse aralarindaki iliskinin

anlam seviyesinde ¢ikabilecegi kanaatindeyiz.

Qin ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada (122), Survivin promotorundaki islevsel
31G/C polimorfizmi ile renal hiicreli karsinom riski ve prognozu arasindaki iliskiyi
incelenmislerdir. Elde ettikleri sonuglar, Survivin promotorundaki 31G/C
polimorfizminin Cinli popiilasyonda renal hiicreli karsinom olusumu ve ilerlemesi
tizerinde Onemli bir etkisinin bulundugunu goéstermistir (122). Bizim yaptigimiz
calismada elde edilen sonuglarda ise, Qin ve arkadaslarinin sonuglarindan (122) farkl
olarak, Survivin promotorundaki 31G/C polimorfizmi ile meme kanseri prognozu
arasinda bir anlamh bir iligki goriilmemistir. Ayrica kontrol ve meme kanseri gruplari
arasinda Survivin 31G/C promotor polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik gériilmemesine karsin (p=0,058), sonuglar istatistiksel iligki anlam sinirina

¢ok yakin bulunmustir.

Upadhyay ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada (123) Kuzey Hindistan’
daki bir popiilasyonda Survivin 31G/C promotor polimorfizmi ile 6zofagus kanseri
iliskisi incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, Survivin 31G/C promotor
polimorfizmi o6zellikle squamoz hiicreli karsinom histopatolojisi bulunan erkek
hastalarda 6zofagus kanseri hassasiyeti ile iliskili olarak bulunmustur. Ancak, Survivin
geni genetik varyantlarinin 6zofagus kanseri prognozunda 6nemli rollerinin olmadigi
belirtilmistir (123). Bizim ¢alismamizda da Survivin 31G/C promotor polimorfizmi ile
meme kanseri prognozu arasinda anlamli bir ilsiki gosterilememistir. Yang ve

arkadaslar1 ise yaptiklar1 ¢alismada (124), Cinli bir popiilasyonda, Survivin promotor

69



polimorfizmlerinin, 6zofagus’un squamoz (yassi) hiicreli karsinomu ile olan iliskisini
incelemislerdir. Yang ve arkadaslar1 bu ¢alismada, yassi1 hiicreli yemek borusu kanseri
olan hastalarinda ve bir kontrol grubunda 31G/C, 241T/C, 625G/C, ve 644T/C
polimorfizmlerinin iligkilerine bakmislardir. Elde edilen sonuglara gore, ¢alisma yapilan
Cinli popiilasyonda, Survivin promotor polimorfizmlerinden olan 625G/C’nin, yassi
hiicreli yemek borusu kanseri duyarliligini, muhtemelen Survivin ekspresyonu lizerine
niifuz gostererek etkileyebilecegini belirtilmistir. Yaptiklart bu vaka-kontrol grubu
calismasi ile Survivin promotorundaki tek niikleotid polimorfizmi ile squamoz hiicreli
yemek borusu kanseri arasinda anlamli bir iligski oldugunu gostermisleridir (124). Bizim
sonuclarimizda ise, Upadhyay ve arkadaslari (123) ile Yang ve arkadaglarinin (124) elde
ettikleri bulgulardan farkli olarak, Survivin 31G/C promotor polimorfizmi ile meme
kanseri olusumuna yatkinlik a¢isindan aralarinda anlamli bir ilsikili bulunmamastir.
Kontrol ve meme kanseri gruplari arasinda, Survivin 31G/C promotor polimorfizmi
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmemesine karsin (p=0,058), sonuglar

istatistiksel iligki anlam sinirina ¢ok yakin bulunmustur.

Borges ve arkadaslar1 Brezilyali bir popiilasyonda yaptiklar1 calismada (125),
Survivin 31G/C polimorfizmi ile mide kanseri iliskisini incelemislerdir. Kanserli
hastalar ve kontrol gruplar1 arasinda genotip ve allel siklig1 acisindan fark
bulamamislardir. Benzer olarak bizim c¢alismamizda da kontrol ve meme Kkanseri
gruplari arasinda Survivin 31G/C promotor polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik goriilmedi (p=0,058). Fakat bizim c¢alismamizda aralarindaki
istatistiksel iliski anlam smirina ¢ok yakim bulundu. Uzerinde calisilan seri yeterince
biiyiitiiliirse aralarindaki iliskinin istatistiksel anlam seviyesinde ¢ikabilecegi

kanaatindeyiz. Li Yang ve arkadaglari ise yaptiklari calismada (126), Cinli bir
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popiilasyonda Survivin 31G/C polimorfizmi ile mide kanseri riski iliskisini
incelemislerdir. Survivin 31G/C polimorfizminin, Cinli popiilasyonda distal mide
kanseri ile iligskili oldugunu bulmuslardir. Varyant genotip ‘GG + CC’ de, iyi
diferansiye tiimor varligi ile ve lenf bezi metastazinin yoklugu ile iliskili bulunmustur.
Bizim g¢alisma sonuglarimizda ise kanser grubu igerisinde Survivin promotor
polimorfizmi agisindan GG genotipini tasiyan grup ile GC+CC genotipini tasiyan
gruplar arasinda, timor c¢apt evresi (TNM) yoniinden (p=0,508), grade yoniinden
(p=0,613), lenf kanal invazyonu, lenfatik metastaz, metastatik lenf nodu saysi, lenfatik
metastaz grubu (TNM) ve perinodal yayilim agisindan (p>0,05) istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik gériilmemistir.

Literatiirde Survivin promotor bdlgede C allelini igeren bir haplotid tasimanin
cesitli kanserlere yatkinlik ile olan iliskisini ya da bu bu durumun hastaligin
prognostik parametreleriyle olan iliskilerini inceleyen c¢esitli c¢alismalar da

bulunmaktadir.

Yazdani ve arkadaslari Iranli bir popiilasyonda yaptiklari calismada (128);
Survivin  31G/C  polimorfizminin papiller tiroid Kkanseri ile olan iliskisini
incelemislerdir. Calismanin sonuclari, Survivin 31G/C polimorfizminin, c¢aligmanin
yapildigi Iranli popiilasyonda papiller tiroid kanseri riski ile iliskili oldugunu
gostermistir. Ayrica, papiller tiroid kanserli hastalarda, GC veya CC genotipinin siklig1,
kontrol grubuna gore onemli 6l¢iide yiiksek bulunmustur. Bu ¢alismada C allelerinin
bulunmasi, papiller tiroid kanseri i¢in predispozan bir faktor olarak kabul edilmistir.
Ayni zamanada, lenf bezi tutulumu, vaskiiler tutulum ve multifokalite gibi siddetli

belirtileri olan hastalarda, C allelinin siklig1 da, daha yiiksek bulunmustur. Zahedi ve
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arkadaslar1 tarafindan yine Iran’li bir popiilasyonda yapilan calismada (129) ise,
Survivin geni polimorfizminde bulunan C allelinin, endometriyal kanserli hastalarda
anlamli Olgiide yiiksek oldugu bulunmustur. Zahedi ve arkadaslar1 yaptiklar1 bu
calismayla (129), Survivin’in endometriyal kanser patogenezinde rol oynadigini
gostermislerdir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise, GC veya CC genotipi tagiyanlarda, GG
genotipini tasiyanlara oranla kanser gelisme riski istatistiksel agidan anlamli olarak
1,413 kat yiiksek bulunmustur (%95 Giiven Araligi: 1,040-1,918 ). Elde ettigimiz
sonuglarda, kontrol grubuna gore kanser grubunda, GC+CC genotipi tasima (31 GC
veya 31CC genotiplerinden birine sahip olmak) (ya da C allelini tasima) orani
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p=0,023). GC+CC, kanserli hastalarin
%59’unda bulunurken, kontrol grubunun %38’inde bulunmaktadir. Bu verilere gore,
Survivin geninde promotor bolgede C allelini tasimak (31 GC veya 31CC) meme
kanserine yatkinlik agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmaktadir. Bu
acidan sonuglarimiz, Yazdani ve arkadaslar1 (128) ile ayrica Zahedi ve arkadaslari ile
(129) uyumludur. Ancak Yazdani ve arkadaslarindan farkli olarak bizim ¢alismamizda,
kanser grubu igerisinde, Survivin promotor polimorfizmi agisindan, GG genotipini
tasiyan grup ile GC+CC genotipini tasiyan gruplar arasinda, multifokal-multisentrik
meme kanseri sikli§i yoniinden (p=0,159), lenf kanal invazyonu, vaskiiler invazyon,
perindral invazyon, lenfatik metastaz ve metastaik lenf nodu sayis1 yoniinden (p>0,05)

istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi.

Gazouli ve arkadaslar1 ise yaptiklari ¢alismada (117), Survivin gen
promotorunda (31 G/C) yaygin olarak bulunan bir polimorfizmin, Survivin
ekspresyonunu ve kanser riskini etkiledigini gostermislerdir. Calismalarinda, Survivin

31G/C polimorfizminin sporadik kolorektal kanserin prognozunda, ortaya ¢ikisinda ve
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sag kalimda bir roliinlin olup olmadigini incelemislerdir. Survivin 31C alleli ve CC
genotipinin frekanslari, kolorektal kanserli hastalarda saglikli bireylere nazaran anlamli
o6l¢iide daha yiiksek bulunmustur (p<0,0001). Calismanin sonucunda; 31CC genotipinin
ve 31C allelinin anlamli Olgiide artan kolorektal karsinom riski ile iligkili oldugunu
gostermislerdir. Ayrica 31CC varliginin kolorektal karsinom hastalarmin sag kalimini
olumsuz yonde etkiledigini de belirtmislerdir. Fuchao Ma ve arkadaslar1 tarafindan
Cindeki Guangxi popiilasyonunda yapilan ¢alismada (130), 31CC genotipini tasiyan
bireylerde nazofaringeal karsinoma yakalanma riski, GC veya GG genotiplerini
tasiyanlara nazaran daha yiiksek bulunmustur. Yine son zamanlarda Jang ve arkadaslar
yaptiklari ¢aligmada (119), akciger kanserli hastalar ve kontrol grubu arasinda Survivin
promotor 31G/C genotip dagilimin istatistiksel olarak farkli bulmuslardir. Caligmalari
sonucunda en azindan bir G alleli tasiyan bireylerde, akciger kanseri riskinin CC
genotipi tastyanlara gore istatistiksel olarak anlamli o6l¢iide daha az oldugunu
bildirmiglerdir. Bu calismada G allelinin, C alleline gore anlamli Slgiide daha az
promotor aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir. Boylece Jang ve arkadaslari bu
caligmalariya, 31G allelinin, 31C alleline nazaran anlamli o6l¢lide daha az
transkripsiyonel faaliyet gosterdigini ortaya koymuslardir. Ayrica yine bu c¢alismayla,
31G/C polimorfizminin Survivin ekspresyonunu etkiledigini ve bunun akciger

kanserine kars1 genetik hassasiyete katki yaptigini bulmuslardir.

Bizim ¢alismamizin Survivin 31G/C polimorfizmi ile ilgili sonuglarinda ise,
Jang ve arkadaslarindan farkli olarak, Survivin promotorundaki 31G/C polimorfizmi ile
meme kanserine yatkinlik veya kanser prognozu arasinda bir anlamli bir iliski
gosterilememistir. Kontrol ve meme kanseri gruplar1 arasinda Survivin 31 G/C

promotor polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir iligski goriilmemesine
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karsin (p=0,058), sonuclar istatistiksel iliski anlam smirina ¢ok yakin bulunmustir.
Ayrica, GC veya CC genotipi tasiyanlarin, GG genotipini tasiyanlara oranla kanser
gelisme riski istatistiksel ag¢idan anlamli olarak 1,413 kat yiiksek bulunmustur (%95
Giliven Araligr: 1,040-1,918 ). Elde edilen sonuglarda, kontrol grubuna gore kanser
grubunda, GC+CC genotipi tasima (31 GC veya 31CC genotiplerinden birine sahip
olmak ) (ya da C allelini tasima) orami istatistiksel agidan anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p=0,023). GC+CC, kanserli hastalarin %59’unda bulunurken, kontrol
grubunun %38’inde bulunmaktadir. Bu sonuglara gore, Survivin geninde promotor
bolgede C allelini tasimak (31 GC veya 31CC) meme kanserine yatkinlik agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmaktadir. Jang ve arkadaslari da (119), in
vitro promotor analizini kullanarak, 31G allelinin, 31C alleline nazaran anlamli 6lg¢lide
daha az transkripsiyonel faaliyet gosterdigini bulmuslardir. Bu agidan sonuglarimiz

Jang ve arkadaslarinin bu ¢alismasi ile de uyumludur.

Theodoropoulos ve arkadaslar1 ise yaptiklar1 ¢alismada (131), Kaspaz-9 ve
Survivin gen polimorfizminin, pankreas kanseri riskine ve tiimor karakteristigine olan
etkilerini incelemislerdir. Yaptiklar1 ¢alismanin sonuglari, 31CC genotipinin ve 31C
allelinin artmis pankreas kanseri riski ile iliskili olmadigin1 gostermistir. Diger taraftan,
31CC genotipi ile ileri T evresi ve lenf bezi pozitifligi arasinda giiglii bir iligki
gbzlemlenmistir. Theodoropoulos ve arkadaglar ile benzer sekilde bizim ¢alismamizda
da, CC genotipini tagimanin, kanser goriilme riski tizerinde istatistiksel olarak anlamli
bir etkisi bulunmamistir. Ancak Theodoropoulos ve arkadaslarindan farkli olarak bizim
calismamizda, kanser grubu igerisinde Survivin promotor polimorfizmi agisindan GG
genotipini tagtyan grup ile GC+CC genotipini tastyan gruplar arasinda timor ¢api evresi

(TNM) agisindan (p=0,508), lenf kanal invazyonu, lenfatik metastaz, metastatik lenf
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nodu sayisi, lenfatik metastaz grubu(TNM) ve perinodal yayilim agisindan (p>0,05)

istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmemistir.

Yang ve arkadaslar1 yaptiklari calismada (124), 6zofagus skuamoz hiicreli
karsinom ile Survivin promotor 31G/C gen polimorfizmi iliskisini arastirmislardir. Bu
calismada, C allelini igeren bir haplotid tasimanin 6zofagus skuamoz hiicreli karsinom
olma riskini etkileyebilecegi One siirlilmiistiir. Wang ve arkadaglar1 (127) Tayvan
populasyonunda {irotelyal karsinom riski ile Survivin promotor 31G/C gen
polimorfizmi iligkisini arastirmislardir. Bu c¢alismanin sonucuna gore ise, GC
genotipini ve CC genotipini tasiyan bireylerdeki risk, GG genotipini tasiyan
bireylerdeki riske gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.
Ayrica kasa invazyon yapmis yiiksek evreli timor tasiyan bireylerdeki CC genotipi
frekansi, GG genotipine gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bizim
calismamizda sonuclarimizda da, Yang ve arkadaslari (124) ile ayrica Wang ve
arkadaslar1 (127) ile benzer olarak, GC veya CC genotipi tasiyanlarda kanser gelisme
riski, GG genotipini tagiyanlara oranla istatistiksel agidan anlamli olarak 1,413 kat

yiiksek bulunmustur (%95 Giiven Araligi: 1,040-1,918).

Literatiirde Survivin ekspresyonu ile ¢esitli kanserlere yatkinlik iligkilerini
inceleyen ya da Survivin ekspresyonunun g¢esitli kanserlerin  prognostik

parametreleriyle olan iligkilerini inceleyen ¢esitli calismalar da bulunmaktadir.

Span ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada (134), meme kanseri hastalarinda risk
simiflandirmasinda  Survivin’in  bagimsiz bir prognostik faktér olarak roliini
incelemislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada Survivin’in, kétii prognozla giiclii ve bagimsiz

bir iliski gosterdigi anlasilmistir. Ayrica yiiksek Survivin konsantrasyonlarinin
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Ostrojen reseptOrii veya progesteron reseptorii negatif olan tiimoérlerle giiclii sekilde
iliskili oldugu goriilmiistiir. Survivin, daha uygun tedavi metodlar1 i¢in meme kanseri
hastalarin1 siniflandirmak iizere yeni bir marker olarak kullanilabilir veya tedavi i¢in
imit verici yeni bir hedef olabilir denilmistir. Survivin 31 G/C promotor
polimorfizmini inceledigimiz bizim ¢alismamizda ise hastalik prognozu ile Survivin
31 G/C promotor polimorfizmi arasinda istatistiksel ac¢idan anlamli bir iliski
saptanmamistir. Ayrica kanser grubu igerisinde, Survivin promotor polimorfizmi
acisindan GG genotipini tasiyan grup ile GC+CC genotipini tagiyan gruplar arasinda
sirasiyla; Ostrojen reseptdr pozitifligi (ER), Progesteron Reseptor Pozitifligi (PR) ve C-
Erb B2 pozitifligi yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir

(Sirasiyla p=0,774; p=0,596 ve p=0,880).

Span ve arkadaslar1 daha sonra yaptiklar1 baska bir ¢calismada (103) ise, ileri evre
meme kanserlerinde, yiiksek Survivin degerlerinin endokrin tedaviye ve kemoterapiye
yanit ile olan iliskisini incelemislerdir. Calisma sonucunda, yiiksek Survivin
diizeylerinin temel olarak endokrin tedaviye verilen kotli yanitla ancak kemoterapiye

verilen iyi yanitla iliskili oldugunu bulmuslardir.

Nassar ve arkadaslar1 ise yaptiklar1 c¢alismada (133), meme kanserlerinde
Survivin ekspresyonunun apoptozis ve prognozla olan iligkisini incelemislerdir. Meme
karsinomlarinin ¢ogunda, diger bir antiapoptotik marker olan bcl-x’le korelasyon
gosteren Survivin ekspresyonunun goriildiigiinti belirtmislerdir ve her iki markerin da

prognozla korelasyon egiliminde oldugunu gostermislerdir.

Bayram ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada (135), bir Tirk popiilasyonunda

Survivin 31G/C polimorfizmi ile hepatoseliiler karsinom iligkisi incelenmistir.
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Yaptiklar1 ¢alismanin sonucunda, hepatoseliiler karsinomlu hastalar ve kansersiz
bireyler arasinda 31G/C polimorfizminin genotip dagilimlari a¢isindan anlamli bir fark
bulunmamistir. Genetik polimorfizmler etnik gruplar arasinda farklilik gosterebilir. Bu
acidan bakildiginda, bir Tirk popiilasyonu iizerinde gergeklestirilmis olan bizim
calismamizda da, Bayram ve arkadaslarinin sonuglarina benzer sekilde, kontrol ve
meme kanseri gruplari arasinda, Survivin 31G/C promotor polimorfizmi agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi (p=0,058). Fakat bizim ¢alismamizda
aralarindaki istatistiksel iligki anlam sinirina ¢ok yakin bulundu. O ylizden biz, ¢alisma
yapilan popiilasyon yeterince biiyiitiiliirse aralarindaki iligkinin anlam seviyesinde

cikabilecegi kanaatindeyiz.

Bulgularimizin dogrulanmasi i¢in daha biiyliik 6rneklemler kullanan bagka
caligmalara gerek duyulmaktadir. Gelecekte yapilacak yeni caligmalarla bulgularimizin
desteklenmesi halinde, Survivin promotor bolge gen polimorfizmi, meme kanserinde
tedavi yaklagimlarina da yeni bir boyut katacaktir. Ornegin meme kanserine yonelik
kuvvetli risk faktorii bulunan kadinlara, proflaktik mastektomi planlanirken, Survivin
geni promotor bolge C alleli durumuna bakilmasinin, boyle ciddi operasyonlara yonelik
kararlar alinirken ilave destek saglayacagi kanaatindeyiz. Genetik polimorfizmler etnik
gruplar arasinda farklilik gosterebilecegi igin, ¢esitli etnik popiilasyonlarda Survivin
polimorfizmleri ve meme kanseri arasindaki iliskinin agiga ¢ikarilmasina yonelik ek
caligmalara ihtiya¢ vardir. Bizim yapmis oldugumuz bu ¢alisma ise, gelecekte bu alanda

yapilacak diger ¢caligma ve incelemelere rehberlik edebilir diye diistlinliyoruz.
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6. SONUC

Bizim bu c¢alismada elde ettigimiz sonuglara gore, Survivin 31G/C promotor
polimorfizmi ile meme kanserindeki tiimor ozellikleri arasinda, meme kanserinin
prognozu arasinda ve multifokal-multisentrik meme kanserine yatkinlik agisindan
aralarinda anlamli bir fark bulunamamistir. Kontrol ve meme kanseri gruplari arasinda
Survivin 31G/C promotor polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
goriilmemistir (p=0,058). Fakat aralarindaki istatistiksel iliski anlam sinirma ¢ok yakin
bulunmustur. Uzerinde calisilan seri yeterince biiyiitiiliirse aralarindaki iliskinin anlam
seviyesinde ¢ikabilecegi kanaatindeyiz. Ayrica elde edilen sonuglarda, GC veya CC
genotipini tasiyanlarda, GG genotipini tasityanlara oranla kanser gelisme riski
istatistiksel agidan anlamli olarak 1,413 kat yiiksek bulunmustur. Survivin geni
promotor polimorfizmleri agisindan 31GG ile ‘31GC + 31CC’ polimorfizmlerini
kiyasladigimizda, Survivin geninde promotor bodlgede C allelini tasimak meme
kanserine yatkinlik acisindan anlamli bir fark olusturmaktadir. Bulgularimizin
dogrulanmas1 i¢in daha biiyiikk Orneklemler kullanan bagska c¢alismalara gerek

duyulmaktadir.
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7.0ZET

MEME KANSERLERiI UZERINE SURVIVIN GENi PROMOTOR
POLIMORFIZMININ ETKIiSi

Dr. M. Deniz ALTIPARMAK
Uzmanhk Tezi
Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi
Genel Cerrahi Anabilim Dah
Tez Damismam: Prof. Dr. Cenap DENER
2013, ANKARA

Meme kanseri, akciger kanserinden sonra en sik goriilen 2. kanserdir. Kadinlar arasinda
ise, diinyada, en sik goriilen malign tiimér, meme kanseridir (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7).
Ulkemizde, kadinlar arasmda en sik goriilen on kanser tipi icerisinde meme kanseri
birinci sirada yer almaktadir (8). Survivin, IAP (Apoptozis Inhibitér Protein) ailesinin
tiyesi olan bir antiapoptotik proteindir. Survivin hem apoptozu baskilayan hem de hiicre
boliinmesini diizenleyen ¢ift fonksiyonlu bir proteindir. Survivin; tiimdr hiicrelerinde
normal dokuya oranla farkli ekspresyonu olan birka¢ proteinden biridir. Survivin’in
akciger, mide, kolon, meme, prostat, non-Hodgkin lenfoma gibi pek ¢ok yaygin
kanser tiirlinde eksprese oldugu gozlenmistir (10). Survivin’in tiimorlerde asiri
ekspresyonu; sagkalimin kisalmasi, kemoterapiye direng, radyoterapi direnci ve timor
rekiirranslan ile ilgilidir (13). Survivin, potansiyel bir kanser markert olup biyolojik
stvilarda tesbit edilebilir. Survivin molekiiliinii kodlayan genin, promotor bolgesi
iginde tanimlanmis birkag¢ niikleotid polimorfizmi mevcuttur. Bunlardan biri de bizim
calismamizda arastirdigimiz CDE/CHR (Cell cycle dependent element/cell cycle gene
homology region) repressor baglama bolgesinde (ATG baslangi¢ kodonunun ilk

niikleotidine 31 baz ¢ifti uzaklikta) lokalize olan, o bdlgeye ait Survivin promotor
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31G/C polimorfizmidir. Bu polimorfizmin, Survivin’in hem mRNA hem de protein
seviyelerindeki asir1 ekspresyonu ile iligkili olabilecegi bildirilmektedir (20). Survivin
promotor 31G/C gen polimorfizmi ile literatiirde ¢esitli kanser tiplerinde yapilmis sinirl
sayida calisma bulunmaktadir (20). Survivin’in 31G/C promotor polimorfizminin gesitli
tiimdrlerde yiiksek oranda eksprese edildigi, timor olusumu, progresyonu ve tiimorlerin
prognozu ile ilgisi bilinmektedir. Biz de yapmis oldugumuz bu caligmada meme
kanserlerinde ve kontrol grubunda Survivin 31G/C promotor polimorfizmini arastirdik.
Bu amagla, hastanemiz genel cerrahi boliimii tarafindan daha dnceden ameliyat edilmis,
54 multifokal-multisentrik meme CA hastasinin ve 57 unifokal meme CA hastasinin
patolojik spesmenlerinden alinan doku 6rnekleri ile gerekli klinik bilgileri ¢alismaya
dahil edilmistir. Ayrica 30 yas iizeri, 101 saglikli kadin bireyin (Kontrol grubu) de
aydinlatilmis onamlar1 alindiktan sonra kan Ornekleri alinarak calismaya dahil
edilmistir. Elde ettigimiz verilerle, bu polimorfizmin unifokal ve multifokal-
multisentrik meme kanserine yatkinlik yaratip yaratmadigini ve yine bu polimorfizmin
meme kanserli hastalarin prognozuyla olan iligkisini istatistiksel olarak ortaya koymay1
amagcladik. Ayrica bu ¢alisma, Survivin 31G/C promotor polimorfizminin, multifokal-
multisentrik meme kanserlerinin olusumuna yatkinlik yaratip yaratmadigi hakkinda da
bize bilgi verecekti ki bu yoniiyle de bildigimiz kadariyla literatiirdeki ilk ¢aligsma olarak

tarafimizca planlanmisti.

Daha oOnceden ameliyat edilmis olan kanser hastalarinin patolojik
spesmenlerinden alinan dokularda ve kontrol grubu i¢in saglikli kadinlardan alinmis kan
orneklerinde PCR-DNA yontemi kullanilarak Survivin 31G/C promotor polimorfizmi

arastirildi. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.

Sonug¢ olarak elde edilen bulgular degerlendirildiginde, Survivin 31G/C

promotor polimorfizmi ile meme kanserindeki timor oOzellikleri arasinda, meme
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kanserinin prognozu arasinda ve multifokal-multisentrik meme kanserine yatkinlik
acisindan aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Kontrol ve
meme kanseri gruplari arasinda, Survivin 31G/C promotor polimorfizmi agisindan
istatistiksel olarak anlamlhi farklihik goériilmemistir (p=0,058). Ancak sonuglar
istatistiksel iliski anlam smirma ¢ok yakin bulunmustur. Uzerinde c¢alisilan seri
yeterince  biiyiitiilirse aralarindaki iligkinin anlam seviyesinde ¢ikabilecegi
kanaatindeyiz. Ayrica elde edilen sonuglarda, GC veya CC genotipini tasiyanlarda, GG
genotipini tasiyanlara oranla kanser gelisme riski, istatistiksel agidan anlamli olarak
1,413 kat yiikksek bulunmustur (%95 Giliven Araligi: 1,040-1,918). Survivin geni
promotor polimorfizmleri agisindan 31GG ile (31GC + 31CC) polimorfizmlerini
kiyasladigimizda, Survivin geninde promotor bolgede C allelini tagimak (31GC veya
31CC) meme kanserine yatkinlik agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
olusturmaktadir. Fakat, bu ¢aligmada elde edilen bulgularimizin dogrulanmasi i¢in, daha
biiyiikk 6rneklemler kullanan bagka caligmalara gerek duyulmaktadir. Dahasi, genetik
polimorfizmler etnik gruplar arasinda farklilik goOsterebilecegi igin ¢esitli etnik
poplilasyonlarda Survivin polimorfizmleri ve meme kanseri arasindaki iliskinin agiga
cikarilmasina yonelik ek c¢alismalara ihtiya¢ vardir. Bizim yapmis oldugumuz bu
calisma da gelecekte bu alanda yapilacak diger calisma ve incelemelere rehberlik

edebilir diye diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Apoptoz inhibitor protein, Survivin, Survivin Geni

promotor polimorfizmi

Bu ¢alisma Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Komisyonu tarafindan desteklenmistir.
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Dr. M. Deniz ALTIPARMAK
Thesis
Turgut Ozal University Medical Faculty
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Thesis Advisor: Prof. Dr. Cenap DENER
2013, ANKARA

Breast cancer is the 2nd most frequent type of cancer after lung cancer. Among women
in the world, the most frequent type of malign tumor is breast cancer (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7).
In our country, breast cancer ranks first inside 10 most common cancer types among
women (8). Survivin is a member of the IAP (Apoptosis Inhibitor Protein) family of
antiapoptotic proteins. Survivin is a bifunctional protein that both suppresses apoptosis
and regulates cell division. Survivin is one of the few proteins that has different
expression in tumor cells compared to normal tissue. Survivin is observed to be
expressed across most tumor cell types such as lung, gastric, colon, breast, prostate, non-
Hodgkin lymphoma (10). Over expression of Survivin in tumors is related to survival
contraction, resistance to chemotherapy, radiotherapy and tumor recurrence (13).
Survivin, a potential marker of cancer, can be detected in biological fluids. The gene
encoding Survivin molecule has a few nucleotide polymorphisms defined within the
promoter region. In our study, we investigated one of those, the Survivin gene promoter
31G/C polymorphism of which is localized in the CDE/CHR (Cell cycle dependent

element/cell cycle gene homology region) repressor binding site (-31 from the first
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nucleotide of the ATG start codon). It is reported that this polymorphism can be
associated with the over expression of Survivin in both mRNA and protein levels (20).
In the literature, there are limited number studies done with Survivin promoter 31G/C
gene polymorphism in different cancer types (20). It is known that Survivin 31G/C
promoter polymorphism is highly expressed in a variety of tumors and there is relation
between tumor formation, progression and prognosis of tumors. In our study, we
investigated Survivin 31G/C polymorphism in breast cancer and control groups. For this
reason, pathological specimens from tissue samples and necessary clinical data of 54
multifocal/multicentric breast CA patients and 57 unifocal breast CA patients who were
operated in our hospital Department of General Surgery were included in the study. On
the other hand, 101 healthy female subjects over the age of 30 (control group) were
included in the study and their blood samples were taken after their informed consent.
With the results we obtained, we aimed to determine whether this polymorphism causes
susceptibility to unifocal and multifocal-multicentric breast cancer and the statistical
relation of this polymorphism with the prognosis of patients with breast cancer.
Moreover, as far as we know, this study was planned as the first study in the literature
that would give us information about Survivin 31G/C promoter polymorphism creates a

predisposition to the formation of multifocal-multicentric breast cancers.

Survivin 31G/C promoter polymorphism was investigated in pathological
specimens taken from the tissues from cancer patients who underwent surgery before
and blood samples taken from healthy women for the control group by using PCR-

DNA. The results were analyzed statistically.

When obtained results were evaluated, no significant difference was found
between Survivin 31G/C promoter polymorphism of tumor characteristics and breast

cancer, prognosis of Dbreast cancer and multifocal-multicentric breast cancer
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susceptibility. Between the groups of control and breast cancer, Survivin promoter
polymorphism 31G/C differences were not statistically significant (p = 0.058).
However, the results were very close to the limit of statistical significance relationship.
We think that if the studied series enlarge enough, statistically significant difference
between the two groups may occur. Due to results obtained, the risk of developing
cancer, having the relevant GC or CC genotype, is 1,413 times higher than those having
genotype GG (95% confidence interval: 1,040 to 1,918). In terms of Survivin gene
promoter polymorphisms when compared to 31GG, (31G/C + 31CC) with
polymorphisms, to carry C allele (31GC or 31CC) in the Survivin gene promoter region
was found statistically significant in terms of susceptibility to breast cancer. But, in
order to confirm our findings obtained in this study, other studies using larger samples
are needed. Furthermore, since genetic polymorphisms may differ between ethnic
groups, additional studies are needed to reveal the relationship between Survivin
polymorphisms and breast cancer in various ethnic populations. We think that this study

may guide future investigations in this area.

Keywords: Breast cancer, Apoptosis inhibitor protein, Survivin, Survivin gene

promoter polymorphism
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