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OZET

MEME KANSERLi HASTALARDA CASP8 VE CASP9 GEN
POLIMORFIZMLERININ ARASTIRILMASI

Asuman CELEBI
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Tez Danisman1 Yrd. Dog. Dr. Recep EROZ
Aralik 2011, 72 sayfa

Meme kanseri tiim kanser tilirleri arasinda kadinlarda en sik goriilen kanser tipidir.
Meme kanserine neden olan risk faktorlerinin %5-10"luk kismint kansere yatkinlik
genlerinde meydana gelen kalitsal mutasyonlar ve degisiklikler olusturur. Kansere
yatkinlik genlerindeki bu degisimlerin bir kismi1 apoptozis mekanizmasinin islemesi
esnasinda gercgeklesir. Apoptozis (programlanmis hiicre 6liimii) doku homeostazindan
sorumlu olan, hiicre intihar1 olarak da bilinen fizyolojik bir siirectir. Apoptozis
mekanizmasinin tetiklenmesi asamasinda veya herhangi bir basamaginda meydana
gelen degisiklikler timor gelisimine katkida bulunur. Kaspazlar olarak bilinen sistein
proteazlarin biiyiik bir ailesi, yiiksek organizmalarda apoptozisin yiiriitiilmesinden
sorumludur. CASP8 geni D302H polimorfizminin, meme kanseri olusumu tizerine etkili
oldugu yapilan c¢aligmalarda tespit edilmistir. Ancak bildigimiz kadariyla CASP9 geni
Q221R G>A, 83 C/T ve 5969 C/T polimorfizmleri ile meme kanseri arasindaki iligskiye
ait arastirmaya rastlanmamustir. Bu ¢aligsma, apoptotik hiicre oliimii esnasinda rol
oynayan kaspaz genlerinden olan CASP8 (D302H) ve CASP9 (Q221R G>A, 83 C/T ve
5969 C/T) genlerinde bahsedilen polimorfizmler ile meme kanseri riski arasindaki
iligkiyi arastirmak iizere planlanmistir. Bu amagla, ¢alismamizda meme kanseri tanisi
konularak ameliyat edilmis olan 55 hasta ve meme kanseri disi bir etkenden dolay1
opere edilen 32 saglikli bireyin parafine goémiili doku oOrnekleri kullanildi. Bu
bireylerin parafine gomiilii doku 6rneklerinden DNA izolasyon islemi yapildiktan sonra
ilgili polimorfizmlerin arastirilmasi i¢gin PCR-RFLP yontemi uygulandi. CASP8 geni
D302H polimorfizmi C allelinin meme kanseri riskini azalticit etkiye sahip oldugu
bulundu (p: 0.067). CASP9 geni 83 C/T polimorfizmi T alleli (p: 0.000) ve 5969 C/T
polimorfizmi C allelinin (p: 0.000) meme kanserine karsi koruyucu bir etkiye sahip
oldugu bulundu. Ancak CASP9 geni Q221R polimorfizmi ile meme kanseri riski
arasinda bir iligki bulunamadi.

Anahtar sozciikler: Meme kanseri, CASP8, CASP9, Polimorfizm



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CASP8 AND CASP9 GENE POLYMORPHISMS IN
BREAST CANCER PATIENTS

Asuman CELEBI
Master of Science Thesis, Department of Medical Biology and Genetic
Supervisor Asist. Prof. Dr. Recep EROZ
December 2011, 72 pages

Breast cancer is the most common type of cancer in women among all types of cancer.
Inherited mutations and alterations in cancer susceptibility genes constitute 5-10 % of
risk factors that cause breast cancer. Some of the changes in cancer susceptibility genes
come into being during the process of the apoptosis mechanism. Apoptosis
(programmed cell death) also known as suicide of cells is physiological event which is
responsible for tissue homeostasis. In the triggering stage of the mechanism of apoptosis
or alterations in any step of apoptosis could promote development of tumor tissue. A
large family of cystein proteases, termed caspases, is responsible for the execution of
apoptosis in higher eucaryotes. It has been identified in previous studies that D302H
polymorphism of CASP8 gene effect the formation of breast cancer, but as far as we
know no information was found for the relationship between breast cancer and Q221R
G>A, 83 C/T and 5969 C/T polymorphisms of CASP9 gene. This study was planned to
investigate the relationship between risk of breast canser and mentioned polymorphisms
of CASP8 (D302H) and CASP9 (Q221R G>A, 83 C/T, 5969 C/T) genes which play
important role during cell death. For this aim, in our study, paraffin-embedded tissue
samples belonging to 55 patients who had been operated by diagnosed breast cancer and
32 healthy induviduals who had been operated caused of non-breast cancer was studied.
After the isolation of DNA from this individuals’ paraffin-embedded tissue samples,
PCR-RFLP method was applied for investigation of related polimorphisms. C allele of
CASP8 gene, D302H polymorphism, was found to be associated with a reduced risk of
breast cancer (p:0.067). C allele of 83 C/T polymorphism (p:0.000) and T allele of 5969
C/T polymorphism (p:0.000) of CASP9 gene was found to have a protective effect
towards breast cancer. But not found to be associated with breast cancer risk and
CASP9 gene Q221R G/A polymorphism.

Key words: Breast cancer, CASP8, CASP9, Polymorphism



1. GIRIS VE AMAC

Kanser, ekonomik olarak gelismis olan {iilkelerde 6nde gelen 6liim nedeni olmasina
ragmen, gelismekte olan tilkelerde 6liime yol agan ikinci etkendir. Meme kanseri, tiim
diinyada kadinlar arasinda en sik tan1 alan kanser tiirlidiir ve kanserden 6liimlerin 6nde

gelen sebebidirt.

Meme kanserine neden olan pek cok risk faktorii vardir. Bilinen risk faktorlerinin
basinda hormonlarin yasam diizeylerini etkileyen yas, ilk normal zamanl gebelik, erken
menars, ge¢ menopoz ve meme yogunlugu gelir®®. Ancak meme kanseri olgularinin
biiyiik bir yiizdesi bu risk faktorleriyle agiklansa da bazilarina cevap olamaz®. Bu
olgularin % 5-10’una meme kanserine yatkinlik genlerinde meydana gelen kalitsal
mutasyonlarin ve degisikliklerin sebep oldugu diisiiniilmektedir®. Kansere yatkinlik
genleri apoptozis mekanizmasinin da aralarinda bulundugu pek ¢ok islevlere aracilik
ederler. Bu iglevlerin herhangi bir basamaginda meydana gelen degisimler kisilerin

meme kanserine duyarliliklarini arttirir.

Apoptozis olay1; hiicre dliimiinli yoneten, programlanmis sinyal yolaklarmin aracilik
ettigi, aktivasyonu ekstraseliiler ya da intraseliiler uyaranlarin bir ¢esidi ile baslatilan
aktif bir siiregtir’. Coklu gen ailesinden olusan sistein-proteaz grubu enzim olan
kaspazlar apoptotik hiicre Sliimii esnasinda nemli rol oynamaktadir®. Kaspazlar normal
hiicrede inaktif zimojenler (prokaspaz) olarak ifade edilirler ve kaspaz enzim kaskadinin
islemesi icin aktive olmalar1 gereklidir®. Memelilerde apoptozisi baslatan kaspazlar,
hiicre dis1 ligantlar tarafindan (ekstrinsik yol [reseptor-aracili] ) veya hiicre disi/ igi
streslerin (intrinsik [mitokondriyal] ) biri tarafindan aktive edilirler. Aktivasyon
sonrasinda apoptozis olay1 baslar"®. Baglatici kaspazlar (CASP6, 8, 9, 10) apoptotik
uyariyla baslayan 6liim sinyallarini efektor kaspazlara (CASP2, 3, 7) iletirler. Efektor
kaspazlar ise ilgili proteinleri pargalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana

gelmesine neden olurlar®.

Bu caligmada, kaspaz gen ailesinin baslatici kaspazlarindan  olan kaspaz 8

(D302H;rs1045485) ve kaspaz 9 (Q221R G/A;rs1052576, 83 C/T;rs1052571, 5969
C/T;rs4646008) genlerine ait 4 farkli tek niikleotid polimorfizminin Tiirk


1
2
3
3
2
4
5
6
7
8
9

populasyonunda meme kanseri tizerindeki olas1 etkilerinin incelenmesi amacglanmaistir.
Boylece Amerika, Birlesik Krallik ve Almanya populasyonlarinda meme dokusunda
calisilmis olan kaspaz 8’deki D302H polimorfizmil® ve bildigimiz kadaryla meme
dokusunda hi¢ calisilmamis olan kaspaz 9 daki Q221R G/A, 83 C/T ve 5969 C/T
polimorfizmlerinin Tiirk populasyonundaki tasinma sikligi ve bunlarin meme kanseriyle

iligkisi tespit edilerek literatiirdeki bu eksiklik giderilmeye caligilmistir.
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2. GENEL BILGI

2.1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri kadinlarda goriilen tiim kanserlerin %33’linii ve kansere bagli 6liimlerin
ise % 20’sini olusturmasi ile en yaygin kanser tiirii haline gelmistir. Ancak erkeklerde

112 Meme kanseri

tim kanserlerin % 1’den daha az bir kismini olusturmaktad:
gorilme siklig1 ve 6lim oranlan farkli cografik bolgelere gore degiskenlik gosterir.
Geligmis tilkelerde bu oranlar en yiiksektir. Ancak diisiik gelirli ve Tiirkiye nin de dahil
oldugu orta gelirli iilkelerde meme kanseri goriilme sikligi ve 6liim oranlari biiyiik
farkliliklar gdsterir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO-World Healthy Organization) iilkeleri,
kaynaklarina gore dort farkli kategoride siiflandirmistir. Bu kategoriler; basit, kisitli,
geligmis ve en biiyiik seklinde siniflandirilmaktadir. Tiirkiye kaynaklari ile ilgili olarak,

kisith ve gelismis diizeyleri arasinda bulunan orta gelirli bir lilke olarak kabul

edilmektedirs.

Bati iilkelerinde (ingiltere, Fransa, US, Avustralya gibi ), 1980’lerin sonu ve 1990’larda
gbzlenen meme kanseri goriilme sikligr artislari; tarama mamografisi ile erken teshis,
menopozal hormon yerine koyma (replasman) tedavisi uygulamasindaki degisiklikler ve
gelismis  tedavi yOntemleri sayesinde 2000°li yillarin baglarinda azalmaya
baslam1stné'%§. Ancak cogu Afrika ve Asya iilkesinde reprodiiktif faktorler, beslenme,
meme kanseri tanisinin konulmasi gibi bir¢ok etken nedeniyle bu oran artis
géstermektedirl’l—ﬁ. Sadece 2000 yilinda 1 milyondan fazla kadina meme kanseri tanisi

konulmus (kadinlarda kanser tanis1 konmus olgularin % 22’si) ve bunlarin 373000’

(kadinlar arasindaki tiim kanser Sliimlerinin % 14°ii) hayatim kaybetmistir™.

Diinya ¢apinda 2008’de yapilan arastirmalar sonucunda 12.7 milyon kanser olgusunun
tespit edildigi ve 7.6 milyon (tiim oliimlerin yaklasik % 13°1i) kansere bagli dliimlerin
meydana geldigi tahmin edilmektedir. Olgularin % 56°s1 ve oliimlerin % 64’ii ekonomik
olarak gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir (Grafik 2.1). Kadinlarda meme kanseri,

erkeklerde akciger kanseri en sik tani konulan kanserler olmasmin yani sira hem
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gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde her iki cinsiyet igin de bu kanserler baslica
O0lim nedenini olusturmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde bu kanserleri erkeklerde
mide ve karaciger, kadinlarda rahim agz1 ve akciger kanserleri; gelismis iilkelerde ise

erkeklerde akciger ve prostat, kadinlarda kolon ve akciger kanserleri izlemektedir?.

insidans Mortalite

Bati Avrupa
Avustralya/ Yeni Zelanda
Kuzey Avrupa

Kuzey Amerika

Gliney Avrupa
Mikronezya/ Polinezya
Orta ve Dogu Avrupa
Gliney Amerika
Karayip

Giiney Afrika

Kuzey Afrika

Bati Asya

Bati Afrika
Giiney-Dogu Asya
Orta Amerika

Dogu Asya
Guney-Orta Asya
Melanezya

Orta Afrika

Dogu Afrika

I I I 1 1 I 1
120 100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100 120

Grafik 2.1: Diinyada yasa bagli meme kanseri goriilme sikligi ve 6lim orani. Yas

standardize edilmis ve veriler her iki kosul icin de 100000 alinmustir’.

Meme kanseri insidansi yillarin ilerlemesine bagli olarak artis gdstermektedir. Bati
Tiirkiye’de 1992 yilinda yapilan kanser verilerine gore, kadinlarda meme kanseri
insidans1 24.4/100000 iken, 2000 yilinda bu oran 50/100000 olarak tespit edilmistir.
Tirkiye’nin bati  kesimindeki bu oran, Tiirkiye’nin dogusu (20/100000) ile
kiyaslandiginda iki kat daha fazla oldugu gozlemlenmektedir. Meme kanseri insidans
dagilimi; cografik, ekonomik, sosyal, kiiltlirel faktorler nedeni ile Tiirkiye’nin farkl
bolgelerinde degiskenlik géstermektedirg. Boylesi bir farkin olugsmasinda batililagmis

yasam tarzi (erken menars, ge¢c menopoz, ilk dogum yasr> 30, daha az emzirme vb.),
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cocuk dogurma sekilleri, ekzojen hormonlara maruz kalma, beslenme aligkanliginin
etkin rol oynadigi diigiiniilmektedir. Saglik Bakanlig1 kaynaklarinin tahminlerine gore;

2007-2012 dénemi meme kanseri hasta sayisi tablo 2.1°de verilmistir:>2Z,

Tablo 2.1: Tirkiye’de kadinlarda gozlenen tahmini meme kanser olgu sayisinin yillara
gore dagilmi®’.

Yillar Meme Kkanseri olgu sayisi
2007 44253
2008 45696
2009 47205
2010 48809
2011 50399
2012 51990

Bat1 Avrupa ve Amerika’da 40 yas alti kadinlarda meme kanseri goriilme siklig1 % 5
iken, Tirkiye’de bu oran % 20 olarak tespit edilmistir. Ayrica Tiirkiye’de meme kanseri
sagkalim oranlar ile ilgili olarak cografik heterojenlik de s6z konusudur. Bes yillik

sagkalim oranlarma bakilacak olursa Bat1’da bu oran % 85 iken, Dogu’da % 60’tir',

2.2. Meme Kanseri Etiyolojisi

Bugiine kadar siirdiiriilen ¢ogu epidemiyolojik ¢aligmalar gosteriyor ki, diger
kanserlerde oldugu gibi meme kanserinin de nedeni tiim boyutlariyla bilinmemektedir.
Genetik, hormonal, ¢evresel ve reprodiiktif faktorlerin meme kanseri gelisiminde rol
oynadig1r kabul edilmektedir. Ancak meme kanseri risk faktorleri mevcut verilerine

ragmen, bu kansere sahip kadinlarin % 75’inin risk faktorleri hala tanlmlanamamlstlrﬂ.
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2.2.1. Meme kanseri etiyolojisinde 6nemli risk faktorleri

2.2.1.1. Endokrin nedenler

Endokrin nedenler reprodiiktif faktorler ve hormonal faktorler olarak iki alt baslik

altinda siiflandirilabilir.

2.2.1.1.A. Reprodiiktif faktorler

Yapilan ¢aligmalar, endojen hormonlar ile meme kanseri riski arasinda anlamli bir iliski
oldugunu gostermektedir. Bu baglamda, bazi hormon (Gstrojen, progesteron, prolaktin,
testosteron, androstenedion vb.) serum diizeylerinin 6nemli faktorler oldugu
diisiiniilmektedir. Kadinlar yasamlarinin herhangi bir doneminde (menars, ilk gebelik
donemi, menopoz donemi) en az bir kez bu endojen seks hormonlarina maruz
kalmaktadir. Erken donemde baslayan menstrual siklus, menarstan sonraki birkag¢ yil
icinde yiiksek diizeyde Ostrojen seviyesi sonucunda meme epitelinin uzun siire dstrojene
maruz kalmasina bagli olarak meme kanseri riski artmaktadir. Ayni1 sekilde menopozun
ileri yaslara sarkmasi da ovulatuar siklus sayisini artirmakta, bu durum da meme kanseri

riskinin artmasina neden olmaktadir®®,

Meme kanserinin sadece % 0.8’1 30 yasin altindaki bayanlarda goriilmektedir. Yaklagik
% 6.5°1 30-40 yaslar arasindadir. Genellikle menopoz dncesinde meme kanseri goriilme
olasilig: diisiiktiir. Kadinlarda erken menars veya ge¢ menopoz yasi artan meme kanseri
riski ile iliskilidir. ilk menars yasmin 12’den kii¢iik olmas1 durumunda, meme kanseri
riski iki kat artmaktadir. Menopoza girme yasinin 30’dan kiigiik olmasi, 55 yasindan
sonra menopoza girmeye oranla iki kat daha fazla kanser riski tagir™:. Nulliparite (hi¢
cocuk dogurmamis olma hali) goriilmesi ve ilk dogum yasinin ge¢ olmasi da meme
kanseri riskini artiran etmenlerdendir. ilk dogum yasmin 30’dan kiigiik olmas1 meme

kanserine kars1 koruyucu bir etkiye sahiptir. Ik dogum yasinin 35ten biiyiik olmasinda
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ise risk en st diizeydedir. Bu da gosteriyor ki uzun siireli laktasyonun meme kanseri

- 11,18,19
olusumuna kars1 koruyuculugu vardir="->=",

2.2.1.1.B. Hormonal faktorler

Hormon diizeyi meme kanseri gelisiminde onemli bir yere sahiptir. Erken gebelik ve
erken ooforektominin meme neoplazm insidansi diisiiktiir. Buna karsin ge¢ menopoz,
meme kanseri insidansiin artisi ile iligkilidir. Reprodiiktif yasamin uzun siirmesi,
birden fazla dogum, ilk dogum yasinin ge¢ olmasi gibi ¢ogu hormonal risk faktorleri,
menstrual siklus sirasinda yiiksek oranda Ostrojene maruz kalma anlamina gelmektedir.
Ostrojen iizerinde duran fonksiyonel over tiimérleri, postmenopozal kadinlarda artmus
meme kanseri riski ile iliskilidir. Oral kontraseptif kullanimi ve menopoz sirasinda
hormon tedavisi gibi etmenler hormonal dengeyi etkileyebilir, bu bozukluk da meme

kanseri gelisimi ile sonuglanabilirt®%*

Oral kontraseptif kullanan bayanlarin meme kanseri riskinde kiigiik bir artis gosterdigi
tespit edilmistir. On yillik kullanimin ardindan kontraseptifin kesilmesi riskin
azalmasina neden olmaktadir. Ileri yaslarda kullanimi ise tan1 konan meme kanseri vaka

sayisindaki artigla baglantili bulunmustur*2?®

Hormon replasman tedavisinin mevcut kullanicilar1 ve yakin zamanda kullanicilarinda
meme kanseri gelisme riski, hormon tedavisi hi¢ kullanmamis olanlara gore daha
yiiksektir. Hormon kullanim siiresi ile risk dogru orantilidir, tedavinin énemli dlciide
kesilmesi ile risk azalmaktadir. ABD’de 5 yillik bir siiregte 160.000 kadin {izerinde
yapilan, yaygin olarak kullanilan birlestirilmis hormon tedavilerinin yararlar1 ve riskleri
konulu bir arastirmaya gore; Ostrojen progesteron tedavisi alanlar ile almayanlar
karsilastirildiginda meme kanseri riskinin % 26 oraninda arttigi gozlenmistir. Bu
calisma, menopoz sonrasit kadinlarin 5.2 yillik bir izlem i¢in hormon tedavisinin

risklerinin faydalarini gegtigini gostermistir™>%,
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2.2.1.2. Cevresel faktorler

2.2.1.2.A. Alkol

Calismalar alkol tiiketimi miktar ve siiresinin meme kanseri riskinde artis ile iliskili
oldugunu gostermektedir. Giinliik alinan 1-5 bardaklik alkoliin meme kanseri riskini
artirdigi, alkolik kadinlarda ise meme kanserine yakalanma riskinin % 15 oraninda
arttig1 gosterilmistir. Alkoliin karsinojenik etki mekanizmasi tam olarak anlasilmamakla

birlikte alkol kullanan kadinlarda, 6strojen seviyesinin yiikseldigi ileri siiriilmiistirt®.

2.2.1.2.B. Sigara

Sigara ile meme kanseri duyarlilig1 lizerine yapilan ¢ogu arastirmada birbirinden farkl
sonuglar elde edilmistir. Meme kanseri riski ile sigara kullanimi1 arasinda zayif bir iliski
bulunmaktadir. Istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunan grupta ise meme kanseri
gelisiminde; sigara kullaniminin kii¢lik yasta baslanmasi asir1 oranda kullanimi ve pasif

iciciligin etkin rol oynadig1 belirtilmistir.

2.2.1.2.C. Beslenme ve agirhk

Giinliik alinan diyet, ¢ok cesitli dogal karsinojenleri ve karsinojen olmayan besinleri
icermektedir. Bunlarin ¢ogu DNA hasarina yol agmakta ve oksijen radikallerinin
uretimi ile harekete gecebilmektedir. Yiiksek yag aliminin, 6zellikle ¢coklu doymamis
yag asiti aliminin meme kanseri riskini artirdigi, buna karsilik dogal antioksidan olan
sebze ve meyve aliminin ise riski azalttifi gdsterilmistir. Ayrica bazi ¢aligmalarda et

tiiketiminin de kanser riskini artirict bir etkiye sahip oldugu gésterilmistir@.

Meme kanseri-obezite iliskisinin altinda yatan etken endojen hormon (seks hormonlart,
insiilin, insiilin benzeri biiylime faktorleri [IGF-insulin-like growth factors])
metabolizmasindaki degisimlere dayandirilmaktadir. Bu hormonlar hiicre ¢ogalmasi,

farklilasmas1 ve apoptozis arasindaki normal dengenin bozulmasina neden
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olabilmektedir. Obez bireylerde 0Ostrodioliin serum konsantrasyonu artig gosterir ve
menopoz sonrasit adipdz doku Ostrojenin ana kaynagi haline gelir. Menopoz sonrasi
Ostrojen diizeyleri normal kilolu kadinlara karsin obez kadinlarda % 50-100 arasindadir.
Fazla kilolu ve obez kadinlarda Ostrojene duyarli dokular daha fazla Gstrojen
stimiilasyonuna maruz kalmaktadir. Boylece Ostrojene duyarli meme tiimorleri daha
hizl1 biiylime gostermektedir. Obez kadinlar, meme kanseri tanisi sonrasi uzak metastaz
gelisimi ve artmis kontralateral meme kanseri ile daha yiiksek gelisim gdsterme oranina
sahiptirX. Menopoz oncesi kadimlarda obezite; total kan dstrodiol seviyeleri iizerine ¢ok
az etkilidir ve meme kanseri riskini azaltir. Ancak obezite progesteron tiretimini de
diistiriir. Menopoz sonrasi kadinlarda ise obezite tam tersine meme kanseri riskini

aI'tlrlI‘Q.

2.2.1.3. Aile oyKkiisii

Meme kanseri goriilme sikliginin ve oliim oraninin {ilkeden iilkeye ve hatta aym
iilkedeki farkli etnik gruplar arasinda degiskenlik gdstermesi, meme kanserine sahip
bireylerin ailelerinde de bu kanserin goriilmesi, meme kanseri olusumunda genetik

faktorlerin Gnemli bir rol oynadigim gostermektedir=222%,

Pozitif aile dykiisiine sahip birinci derece akrabalarda (anne, kiz veya kiz kardes) meme
kanseri riski artmaktadir. Risk, kanserin bilateral olup olmadigina ve menopoz 6ncesi/
sonrasinda ortaya c¢ikip ¢ikmadigia baghdir. Eger kanser olusumu menopoz Oncesi
dénemde ortaya c¢ikarsa, yakin akrabalarda meme kanseri riski, meme kanseri aile
Oykiisii olmayanlara oranla yaklagik ii¢ kat daha fazla olmaktadir. Meme kanseri aile
Oykiisii olan olgularin % 5-10’unda meme kanseri, kalitsal otozomal genlere
baglanmaktadir. Eger birden fazla etkilenen akraba varsa genetik kalitim olasilig1 artar
ve genc yaslarda kanser ortaya cikabilir. Akrabalarinda birden fazla meme kanseri
vakasi bulunan ailelerin ¢ogunda, sirasiyla 17. ve 13. kromozomlarin uzun kollarina
yerlesmis olan BRCA1 ve BRCA2 genlerinde bozukluk oldugu siklikla rapor

edilmigtirtt?2224.2,
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2.2.1.4. Diger faktorler

2.2.1.4.A. Sosyo ekonomik durum

Meme kanseri insidansi, yiiksek sosyo-ekonomik duruma sahip kadinlarda daha
yiiksektir. Bu iligki biiyiik olasilikla farkli yasam tarzi (ilk dogum yas1 ve yagh
beslenme gibi) ile ilgilidir. Ancak bu etken tek basina degerlendirilemez, reprodiiktif

aligkanliklardaki degisimlerin bir sonucu olarak ortaya cikmaktadirt.

2.2.1.4.B. Cografik varyasyon

Meme kanseri insidans oranlarinda dikkat cekici bir farklilik vardir, bu oran Kuzey
Amerika ve Avrupa’da en yiiksek, Afrika ve Asya’da en disiiktiir. Farkli iilkelerde
bildirilen meme kanseri gériilme siklig1 ¢ok biiyiik degisimler gostermektedir. Ornegin;
Japonya, Tayland, Nijerya ve Hindistan’da meme kanseri insidansi, Danimarka,
Hollanda, Yeni Zelanda, Isvicre, Birlesik Krallik ve Amerika Birlesik Devletlerinden
onemli Ol¢iide disiiktiir. Kuzey Amerika’da yasayan kadinlarda meme kanseri riski en

yiiksektirtt2,

2.3. Meme Dokusunun Gelisimi ve Anatomisi

Insanlarda meme dokusu, gebeligin 6. haftasinda aksilladan inguinal bdlgeye dogru
uzanan kalinlasmis ektodermal cizgiden (siit cizgisi) gelisir. Meme bezlerinin
olusumunu saglayan bu ¢izginin gelisimi, gogiis bolgesinin 2. ve 6. kaburgasi arasinda
meydana gelir. Kadinlarin % 2-6 ‘sinda olusan bu bezler ya meme bezleri olarak gelisir
ya da meme bas1 olarak kalir. Gebeligin 7. ve 8. haftasinda meme parankimasi stromaya
yayilir, meme diski olarak adlandirilan belirgin bir sekil alarak memenin ilk taslagini
olusturur. 10. ve 12. haftalarda epitelyal tomurcuklar gelisir ve gebeligin 13. ve 20.
haftasina kadar parankimal dallanma meydana gelir. 12. ve 16. haftalarda aerola ve
meme basinin diiz kas1 gelisir, yaklagik 20. haftalarda deri alt1 dokuda 15-25 solid kord

olugsur. Dallanma devam ederken 32. haftada primer siit kanali ve kordlarin
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kanalizasyonu olusur. Yine bu haftada kanallar meme bagina acilir. Lif olusturma

kabiliyeti azalan bag dokusundan meme bezinin yag dokusu gelisir®’.

Puberteye kadar meme kanallarinda ¢ok az bir degisiklik olur. Puberte ile birlikte meme
bezlerine ait elemanlarin, yag ve bag dokusu oranlarinin artmasi ile meme geligimi
baslar. Puberte sirasinda meme gelisiminin hormonal diizenlenmesi, Ostrojen, prolaktin,
luteinlestirici hormon, folikiil uyarici hormon ve biiyiime hormonlarinin plazma

konsantrasyonlarinda artis ile iliskilidir®’.

Normal bir meme dokusu, glandiiler (salgi) ve adipoz (yag) dokusundan olusur. Bu
yapi, cooper ligamenti olarak adlandirilan fibr6z bag dokusu tarafindan cevrilidir.
Ayrica kan damarlari, lenfatikler ve sinirleri de i¢inde barindirir. Glandiiler doku 15- 20
adet lob igerir. Her bir lob siit iiretiminden sorumlu 20-40 kadar lobiil igerir. Lob ve
lobiiller kanallar aracilig1 ile birbirine baglanir ve {iiretilen siit yine kanallar aracilig ile

meme bagina taslnlrzl'@.

Gogiis kafesi

Yag

Kanal

Meme bast

Lobiil

Siit kanali igindeki normal
hiicrelerin mikroskop altindaki
gOrintisi

Sekil 2.1: Normal meme dokusunun anatomik yapisiZ.
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2.4. Meme Kanserinin Siiflandirilmasi

Meme karsinomlart histolojik olarak iki ana gruba ayrilmaktadir; in situ ve invaziv
karsinomlar. In situ (non-invaziv) Kkarsinomlar, olustugu kanal veya lobiil icerisinde
kalir, biiyliime gostermez ve meme i¢inde veya digindaki normal dokulari istila etmezler.
Invaziv (infiltratif) karsinomda ise, neoplastik hiicreler bazal membrani asarak stromaya
yayilim gostermektedir. Bu nedenle invaziv meme karsinomlari, kan damarlar1 ve
lenfatikleri istila ederek g¢evresel dokulara, bolgesel lenf diiglimlerine ve diger uzak
organlara metastaz yapma egilimi gosterirler. Giinlimiizde meme karsinomlarinin
histolojik siniflamasinda en c¢ok kullanilan Diinya Saglik Orgiitii tarafindan &nerilen

siniflandirmadir®®2 (Tablo 2.2).

Tablo 2.2: Meme kanserinin histolojik siniflandiriimasi®.

In situ karsinom
-In situ duktal karsinoma
(DCIS-Ductal Carcinoma In Situ)
-In situ lobiiler karsinoma

(LCIS-Lobular Carcinoma In Situ)

Invaziv karsinom

-Invaziv duktal karsinom
(IDC-Invasive Ductal Carcinoma)
-Invaziv lobiiler karsinom
(ILC-Invasive Lobular Carcinoma)
-Tubiiler karsinom

-Invaziv kribriform karsinom
-Mediiller karsinom

-Miisindz karsinom

-Invaziv papiller karsinom

-invaziv mikropapiller karsinom

-Apokrin karsinom

-Sekretuar (juvenil) karsinom

-Adenoid Kistik karsinom

-Metaplastik karsinom

-Neroendokrin karsinom

-Inflamatuar karsinom
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Meme sikayetleri ile kliniklere bagvuran 40-65 yas arast 100 kadmnin; % 30’u higbir
meme lezyonuna sahip degil iken, % 40’1 fibrokistik degisikliklere, % 7’si iyi huylu
tiimore ve % 10°u da meme karsinomuna sahiptir®2. Meme kanseri teshisi alan olgularin
yaklagik % 70-80’i invaziv duktal karsinoma, % 5-15’i ise invaziv lobiiler karsinoma
sahiptir. Ayrica invaziv lobiiler karsinom hormon replasman tedavisi alan kadinlarda da

siklikla gozlenmektedir®.

2.5. Meme Kanserinde Prognostik Faktorler

Meme kanseri tanist konulduktan sonra bireyler arasinda hastalik seyri boyunca
farkliliklar gozlenmektedir. Ayni tiimor capma sahip hastalarin bazisinda tlimor
olusumu veya gelisimi Kisa siirede gergeklesir iken bazisinda saglikli yasam devam
etmektedir. Bundan dolayr meme kanserli bireylerdeki bu klinik ve biyolojik
farkliliklar1 ve yiiksek riskli hastalik grubunu belirlemek i¢in ¢esitli prognostik faktorler
kullamlir®. Lenf nodlarinin durumu, timor c¢api, histolojik tip, histolojik
derecelendirme, meme kanseri i¢in bilinen en 6nemli prognostik faktorlerdir. Ayrica
steroid hormon reseptorleri (Ostrojen ve progesteron reseptorii- ER ve PR),
protoonkogen c-erb-B2 (HER-2/neu), tiimor supresor genler (p53), proliferasyon
belirleyicileri, anjiyogenez ve proteazlar da meme Kanseri prognozu iizerine

etkilidir®®32,

Ostrojen ve progesteron reseptorleri (ER ve PR) immiinohistokimyasal olarak timor
dokusunda saptanabilmektedir. Bu reseptorler basta meme kanseri olmak iizere bir grup
neoplastik hastalikta prognostik 6neme sahiptirler ve PR pozitif tiimdrler hormonal
tedaviye daha iyi yanit verir ve daha iyi prognoz gosterirler. Primer meme kanserlerinin
% 55-65’1, metastatik meme kanserlerinin % 45-55"1 ER (+)’dir. ER ve PR pozitifligi
menopoz oncesi donem ile kiyaslandiginda menopoz sonrast donemde daha fazladir. ER
(+) tiimorler hormonal tedaviye % 55-60 oraninda yanit verirken, ER (-) timorlerden %

8 yanit alinmaktadir®>%,

Meme kanserinin molekiiler bir prognostik faktorii olan C-erb-B2 protoonkogeni 17.

kromozom iizerinde lokalize olup, molekiiler ve immiinohistokimyasal yontemler ile
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tespit edilmektedir. C-erb-B2’nin asir1 ekspresyonu kotii prognostik bir parametre olup,
yiiksek histolojik derecelendirme, ER ve PR negatif, lenf nodu pozitif ve yiiksek
proliferasyon orani gosteren meme kanserlerinde karsimiza g¢ikmaktadir. C-erb-B2
pozitifligi ile sagkalim oraminin azalmasi arasinda anlamli  bir iliski

bulunmaktadir2>%37,

2.6. Meme Kanserinin Genetigi

Meme kanseri, proto-onkogenlerin aktivasyonu ve timor supresdr genlerin
inaktivasyonu sonucu olusan genetik degisikliklerle, kiimiilatif genetik hasarlar
sonucunda kontrolsiiz hiicre cogalmasi ve apoptozisin bozulmast ile ortaya ¢ikmaktadir.
Genetik degisiklikler ya germline mutasyonlar olarak kalitilir ya da somatik
mutasyonlar olarak sonradan kazanilabilir. Sonradan kazanilan mutasyonlar cevresel
karsinojenlere maruz kalinmasi sonucu ortaya c¢ikabilir. Bu ¢evresel karsinojenler,
fiziksel (6rnegin; iyonize radyasyona asirt maruz kalinmasi), kimyasal (0rnegin;

polisiklik hidrokarbonlar) ve biyolojik (érnegin; viriisler)’tir®2.

Molekiiler genetik alanindaki gelismeler sayesinde, kansere yatkinliga neden olan
birgok gen tanimlanmistir. Bu kansere yatkinlik genleri; DNA tamiri, ireme hormonu
sentezi ve metabolizma yollari, hiicre biiylimesi ve hiicre sinyal kontrolii lizerine etkili
genlerdir@. Bu genleri, tek basina meme kanseri riskini artiran allelik varyantli genler
(yiiksek penetransl)) BRCA1, BRCA2, TP53, PTEN/MMACI1, STK11, CDH1; riski
orta diizeyde etkileyen genler PALB2, BRIP1, ATM, CHEKZ2; tek basina kanser riskini
daha az etkileyen (diisiik penetransli) genler CASP8, FGFR2, TOX3, MAP3K1, LSPI,

8024 rs13281615 olmak iizere 3 gruba ayirmak miimkiindiirt>2>%32,

Meme kanserine duyarlilik, ¢ok sayida lokusun her birinin poligenik 6zelligi nedeni ile
kanser riski tizerine kiiciik bir etkisi ile artmakta ve azalmaktadir. Bu model, meme
kanserinin ailesel olarak kiimelenmesi olgusu ile uyumludur. Meme kanserine
duyarlilig1 etkileyen BRCA1 ve BRCA2 genleri 1990 yilinda tespit edilmistir. Bu

genlerdeki yiizlerce germline mutasyonlar, kadinlarda meme kanseri riskini
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artirmaktadir. Ancak bu genlerdeki yiiksek penetrant mutasyonlar, tiim meme kanseri
olgularinin sadece kiiciik bir boliimiinii olusturmaktadir. Asil riski artiran unsur birden

fazla lokusun orta derecede etkileri sayesindedir>

. Tim bu bilgiler 1s181nda,
tiimorlerin sadece kiiciik bir boliimii yalnizca kalitsal olmasina karsilik, cogu kanserler
cevresel ve kalitsal faktorlerin etkilesimi sonucu ortaya cikmaktadir. Tespit edilen
genetik degisiklikler, taninin dogrulanmasina imkan verir ve hatta tedavi yaklagimlarini
da belirler. Bu nedenle kansere 6zgii spesifik genetik degisikliklere bagli tedaviler

kanser problemini ¢6zmede yeni bir donem baslatmlstlrg.

2.7. Apoptozisin Tanim ve Tarihcesi

Apoptozis, Yunanca’da apo (=ayr1) ve ptozis (=diisen) kelimelerinin birlestirilmesi ile
olusmus sonbaharda yaprak dokiimiinii tanimlayan bir kelime olup ilk kez 1972 yilinda
Kerr ve Wyllie ve Currie tarafindan kullanilmigtir. Kerr, fizyolojik olarak olen
hiicrelerin  ¢ekirdeklerinde yogunlasmis kromatin pargalarim1  gozlemlemis ve
organellerin i1yi korundugunu fark ederek bu olayr biiziisme nekrozu olarak
adlandirmistir. Apotozis ¢ok hiicreli organizmalarin geligimi, farklilagmasi ve sagliginin
bir bileseni olarak, homeostazin siirdiiriilmesinde ve yeterli hiicre siklusunda kritik bir

role sahiptir?24L4243,

Hurvitz ve Sulston’n 1970’lerin sonlarinda Caenorhabditis elegans hiicre ¢aligsmalari,
C. elegans’in embriyogenezisi sirasinda somatik hiicrelerinin 1090’indan 131’inin
oldiigliniin ortaya c¢ikarilmasina ve bu tespitin ardindan apoptotik molekiiler

mekanizmalarm genetik olarak tanimlanmasia yol agmigtir*>*,

Programlanmis sinyal yollarmin aracilik ettigi, kusurlu hiicrelerin ve normalden fazla
sayidaki hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglayan, enerji-bagimli, aktivasyonu c¢esitli
ekstraseliiler ve intraseliiler uyaranlar tarafindan baglatilan fizyolojik bir siirectir.
Normal fizyolojik sartlarda gergeklesmesinin yaninda cesitli patolojik etkenler
tarafindan da tetiklenebilir. Apoptozise giden hiicrede ilk sitoplazma biiziilmesi ve

cekirdekte kromatin yogunlasmasi olmakta, bunu sitoplazmik membranda kabarciklarin
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olugmasi1 takip etmektedir. Ardindan hiicre kiigiilmesi, kromozomal DNA
fragmentasyonu ve son olarak da hiicrenin apoptotik cisimcikler (apoptozom) adi
verilen kiiclik vezikiillere par¢alanmasi ile sonuglanmaktadir. Apoptozise ugrayan hiicre

makrofajlar1 uyarir ve boylece apoptozomlarin fagosite edilmesi saglamrﬂ’ﬂ’ﬁ’@.

Cok hiicreli organizmalar hiicrelerin eliminasyonu i¢in apoptozisin yaninda nekroz adi
verilen bir baska mekanizmayr da kullanir. Apoptozis ve nekroz, hiicre 6lim

mekanizmalarinin iki zit bigimleri olarak kabul edilmektedir.

2.7.1. Apoptozis ve nekroz arasindaki farklar

Gerek apoptozis gerekse nekrozun her ikisi de hiicre 6liim mekanizmasi olarak gérev
yapmasina ragmen bu iki mekanizma birbirinden asagida ifade edilen farkliliklar

gostermektedir.

Nekrozis fizyolojik olmayan ajanlar ile uyarilan hiicre Sliimiiniin pasif bir formunu
olusturmaktadir. Apoptozis ise hiicre Oliimiiniin aktif bir formu olup, hem fizyolojik
hem de patolojik sartlar altinda meydana gelmektedir. Nekroza ugrayan hiicrede sisme
ve vakuol olusumu go6zlenir iken, apoptotik hiicrede nekrozun tersine kiigiilme

goriilmektedir.

Nekroz ile hiicre 6liimii, plazma membranindaki kirilma ve kopma gibi bozukluklar ile
tetiklenir 1ken, bu durum hiicrede yirtilmalar sonucu hiicre biitiinliigiiniin
kaybedilmesine neden olmaktadir. Apoptoziste ise, hiicre membrant saglamdir ve
apoptotik mekanizmanin indiiklenmesi, timor hiicrelerinde antiapoptotik faktdrlerin
ifadesini azaltip pro-apoptotik faktorlerin ifadesini tesvik ederek ya da ozellikle

transforme olmus hiicrelerde viral infeksiyon yoluyla gerceklesmektedir.

Nekrotik hiicrede hiicresel ve niikleer parcalanma meydana gelir. Hiicre otolize yonelir.
Apoptik hiicre kiigiik apoptotik cisimciklere pargalanir, makrofajlar tarafindan fagosite

edilir ve lizozomlarda sindirilir.
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Nekrozda inflamatuar hiicresel icerigin kontrolsiiz bir sekilde serbest kalmasi ile
tesadiifi hiicre 6liimleri meydana gelir. Apoptoziste ise hasarli veya biyolojik gorevini

tamamlamis hiicre inflamasyon olusmaksizin fagosite edilir====>=>=" :

2.7.2. Apoptozis ve kaspaz ailesi

Apoptozis bazi hallerde bir dizi sinyal kaskadi tarafindan diizenli bir sekilde yiiriitiilen
hiicre 6liimii tiirtidiir. Bu olay biiyiime, gelisme ve bagisiklik yanitinin diizenlenmesinde
ve organizmalarda gereksiz veya anormal hiicrelerin temizlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ayn1 zamanda apoptozis, organizmalarin saglikli bir sekilde yasamasi
icin hiicre miktarinin dengesini diizenleyebilen bir yoldur. Apoptozisin yiiriitiilmesi ve
indiiksiyonu; sinyal molekiilleri, reseptorler, enzimler ve gen diizenleyici proteinler de
dahil olmak tizere bir dizi molekiillerin igbirligini gerektirmektedir. Bunlarin arasinda,
apoptozis protein (IAP-Inhibitors of Apoptosis) inhibitorii, Bcl-2 ailesi proteinleri ve
kalpain gibi ¢esitli molekiiller tarafindan diizenlenen kaspaz kaskadi sinyal sistemi,

apoptozis siirecinde hayati 6nem tagimaktadir®.

Kaspazlar diizenli bir sekilde hiicre pargalanmasindan sorumlu proteazlardir. Kaspazlar;
morfolojik ve biyokimyasal olarak apoptozisi tanimlayan kromatin yogunlasmasi, hiicre
adhezyon kaybi, hiicre kiigiilmesi, membranda kabarcik olusumu (blebbing), DNA
fragmantasyonu ve apoptotik cisimlerin olusumu gibi degisikliklere yol agmakta ve

fagositler tarafindan sindirilmektedir®.

Ellis ve Horvitz’in ¢alismalar1 apoptozis siirecinin anlasilmasi adina genetik bir¢ok
calismay1 beraberinde getirmis ve yeni kesiflere yol agmistir. Yapilan ¢aligmalarda bu
stirecte yer alan 10 ced (cell death defective) geni tespit edilmistir. Bunlardan Ced-3,
Ced-4 ve Ced-9 apoptoziste dnemli rol oynamaktadir. Ced-9 apoptozisi inhibe ederken,
Ced-4 proapoptotik adaptoér molekiilii olarak gorev yapmaktadir. Ced-3 ise, apoptozis
mekanizmasindan sorumlu sistein proteazlardir. Ced-3 proteaz igin bir substrat olan
Ced-9’un memelilerdeki homologu Bcl-2, apoptozisde mitokondriyal yolun dnemli bir

diizenleyicisidir. Ced-4"iin memelilerdeki homologu olan Apaf-1, sitokrom-c bagimli
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yolun mitokondri sonrasi diizenleyisicidir. Ced-3 proteinin memelilerdeki analogu ise
sistein bagimli proteazlar (interlokin 1b Déniistiiriicii Enzim [ICE-Interleukin 1b
converting enzyme]’dir. ICE’nin kaspazlar (sistein aspartat) olarak adlandirilan ¢ok
sayida sinonimi tespit edilmistir. Biiylik bir aile olan bu sistein aspartat proteazlar
(kaspazlar),  gelismis  Okaryotlarin  ¢ogunda  apoptozisin  yiiriitilmesinden

sorumludurlar®#420,

2.7.3. Kaspazlarin yapisi

Kaspazlar normal hiicrelerde inaktif zimojenler (prokaspaz) olarak sentezlenirler. iki
biiyiik ve iki kiiciik altiinite iceren heterotetramer yap1 aktif kaspazi olusturur. Normalde
kaspazlar; NH,- terminal pro-domain molekiil agirligr yaklasik 20 kDa olan biiyiik alt
inite, molekiil agirligr yaklasik 10 kDa’luk kiiciik alt iinite ve bu katalitik alt tiniteleri

birbirine baglayan baglayic1 bdlge olmak iizere 4 bolge igerirler®.

Resmi terminolojide memelilerde 14 kaspaz (aspartat-spesifik sistein proteazlar)
tanimlanmis ve fonksiyonlarina gore kaspazlar baslatici, efektdér ve imflamatuar

kaspazlar olarak ii¢ alt gruba ayrilmustir® (Tablo 2.3).

Kaspazlarin fonksiyonu tamamen kendi yapisiyla ilgilidir. Tiim kaspazlarda ortak yapi
P1 pozisyonunda aspartat bulunmasidir. Kaspazlar adaptor proteinleri ile etkilesime
girebilmek icin kisa (20-30 aminoasit rezidiileri) veya uzun (90 ve daha fazlasi
aminoasit rezidiileri) NHp-prodomain aminoasit dizisinde farkliliklar gosterir. Uzun
prodomain 6liim olusturan bolge (DED- Death effector Domain) ve kaspaz toplama
domaini (CARD- Caspase Recruiment Domain) olmak tizere iki modiiler bolge
icermektedir. Prokaspaz 3, 6, 7 ve 14 kisa NH»- pro-domain igerir. Baz1 prokaspazlar
(prokaspaz-8, -10) iki adet DED bulundururken, bazis1 (prokaspaz-1, -2, -4, -5, -9, -11, -
12,) bir adet CARD pro-domainine sahiptir®®. Kaspaz ailesi iiyelerinin ii¢ temel
grubundan; grup I: Inflamatuar kaspazlar, grup II: Apoptozisi baslatict kaspazlar ve
grup III: Apoptozisi etkileyen kaspazlarin CARD, DED, biiyiik katalitik alt tinite (p20)
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ve kiiciik katalitik alt tniteye (p10) sahip olmalarina gore smiflandirilmas: (Sekil

2.2)’de gosterilmistir™.

Tablo 2.3: Kaspaz iiyelerinin karakteristik yapisi ve fonksiyonu®

5,51,52

Alt
Grubu

Fonksiyonu

Kaspaz Uyeleri

Pro-domain tipi

Imflamatuar Arabulucular

(Imflamasyonda gorevli)

Kaspaz-1
Kaspaz-4
Kaspaz-5
Kaspaz-11
Kaspaz-12
Kaspaz-13
Kaspaz-14

Uzun, CARD bdlgesi
Uzun, CARD bélgesi
Uzun, CARD bélgesi
Uzun, CARD bélgesi
Uzun,CARD bdlgesi
Uzun, CARD bélgesi
Kisa

Baglatic1 (upstream) Kaspazlar

(Apoptozisi aktive edenler)

Kaspaz-2
Kaspaz-8
Kaspaz-9
Kaspaz-10

Uzun, CARD bélgesi
Uzun, DED bdlgesi
Uzun, CARD bélgesi
Uzun, DED bolgesi

Efektor (downstream) Kaspazlar

(Apoptozisi gergeklestirenler)

Kaspaz-3
Kaspaz-6
Kaspaz-7

Kisa
Kisa
Kisa

Caenorhabditis elegans’ta tek bir kaspaz tanimlanmis (CED-3) olmasina karsilik,

memelilerde kaspaz ailesinin 14 {iyesi mevcuttur. Bunlardan kaspaz 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8§,

9, 10 ve 13 insanlarda bulunmaktadir. Kaspaz 11, 12 ve 14 farelerde bulunmaktadir ve

bu kaspaz tiirlerinin insanlarda karsilig1 yoktur.
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A Group |
=1 CARD ; COOH Caspase-1 (ICE)
= DED
[ | arge catalytic subunit COOH  Caspase-4 (ICE-Il, ICH-2, TX)
I Small catalytic subunit ; COOH  Caspase-5 (ICE,Iil, TY)

COOH Caspase-11 (murine)
COOH Caspase-12
COOH Caspase-13

COOH Caspase-14 (MICE)

Group |l

NH, - |- I—_—-—COOH Caspase-8 (FLICE, MACH, Mch5)
Group Il
NH,—_- COOH Caspase-3 (Yama, CPP32, apopain)
N, — e I cooH  Caspase-7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1)

Sekil 2.2: Kaspaz ailesi liyelerinin temel yapisi. Tiim kaspazlar -COOH ucunda kiigiik
katalitik alt tiniteye ve kiiclik alt iiniteye bitisik biiylik katalitik alt iiniteye sahiptirler.
Kaspaz 3, 6, 7 disindaki tiim kaspazlar -NH, ucunda ya CARD veya DED olmak iizere
iki modiiler bolge igerirler >,

Kromozomal yerlesimleri agisindan; Kaspaz 1, 4, 5 molekiilleri 11q22.2-922.3, Kaspaz
8, 10 molekiilleri 2q33-34 ve Kaspaz 9 molekiilii ise 1p36.1-36.3 lokuslarinda yer
almaktadir®®. Tiim bu 14 kaspazin tamami programlanmus hiicre 6liimiine katilmaz ve
hiicre 6liimiiniin tiim formlar1 kaspazlar1 gerektirmez. Gergekte bazi kaspazlar apoptozis
icin 6nemlidir ancak bazis1 gerekli degildir. Cogu kaspaz apoptozisin yliriitiilmesinde
yer almaktan daha baska islevlere de sahiptir. Bu islevler hiicre sagkalimi,

proliferasyonu, farklilasmasi ve imflamasyondur®4>8,

2.3.1. Prokaspaz aktivasyonu

Kaspaz ailesi aktivasyonunu ve memelilerde apoptozisin baslatiimasini saglayan iki yol
bulunmaktadir. Bu yollardan biri ekstrinsik yol olarak ifade edilen 6liim sinyali ile
baslatilan 6lim reseptor yolu iken, digeri intrinsik yol olarak isimlendirilen stres
kaynakli mitokondri aracili yoldur. Oliim reseptorlerinin uyarilmasi, reseptdr
agregasyonu ve adaptor proteini Fas’a bagh olim bolgesi (FADD- Fas-associated
protein with death domain) ve kaspaz 8’in katilimini gerektirir. Kaspaz 8’in dahil
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olmasi ardindan kaspaz 8 aktif hale gelmektedir. Mitokondri intrinsik yol ile iligkilidir.
Intrinsik yol, ultraviyole (UV) radyasyon, y-ismnlama, 1s, DNA hasar, bazi
onkoproteinlerin ve tiimor supresor genlerin (p53) davranislari, viral viriilans faktorleri
ve ¢ogu kemoterapdtik ajanlar gibi stres uyaranlarin  bir ¢esidi tarafindan
baslatilmaktadir. Mitokondri membrani gegirgenligi, proapoptotik ve antiapoptotik Bel2
ailesi tyelerinin (Bak, Bax, Bcl2, Bcl-XL, Mcl-1) hareketlerine karsi olusan denge
tarafindan diizenlenmektedir. Mitokondri gegirgenligi ardindan, mitokondrial pro-
apoptotik proteinler (sitokrom-c, Smac/Diablo, Omi/HtrA2, AIF ve Endo G)
mitokondrial dis membrandan transmembran kanallar araciligi ile serbest kalmaktadir
(Sekil 2.3)%,

AARETRRanaaeTg
LR LRE ALY

e

Oliim Reseptdri

Bid
Ekstrinsik apoptozis yolu () v
(Or:TNF,FAS & TRAIL)
t-Bid
Pro—xaspaz 3 IAPS e | . Bel2Bel-XL

ICADICAD

intrinsik apoptozis
yo! [Or:DNA hasan,ROS

Sekil 2.3: Apoptozisin molekiiler mekanizmasi. CAD: Kaspazin etkinlestirdigi
deoksiriboniikleaz, ICAD: CAD baskilayici, ROS: Reaktif oksij ijen tirleri, TNF: Tiimor
nekroz faktorli, TRAIL: TNF ile iligkili apoptozis uyarici ligant™.
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2.3.1.1. Oliim reseptorii bagimh prokaspaz aktivasyonu (ekstrinsik yol)

Kaspaz kaskadini aktiflestirmek i¢in apoptotik uyaranlar ile hiicre ylizeyinden baglatilan
aktivasyon yolu kullanilmaktadir. Timér nekroz faktorii (TNF) ve Fas-L kendi
membran reseptorlerine (sirasiyla TNF reseptor-1 [TNFR1- Tumor Necrosis Factor
Receptor-1] ve Fas) baglanip bu molekiilleri aktive ederek kaspaz kaskadini
indiiklemektedir. TNFR1, TNFR2, Fas/Apo-1/CD95, DR3/Wsl-1/Tramp, DR4/TRAIL-
R1, DR5/TRAIL-R2/TRICK2, DR6, p75 sinir biiylime faktorii reseptorii ve CD40 gibi
reseptorler TNF reseptor (TNFR) ailesine aittir. Cogu TNFR ailesi iiyesi hiicre
membraninin sitoplazmik yiiziindeki 6liim bolgeleri (DD- Death Domain) aracilig ile
adaptoér molekiillerine baglanirlar. Adaptér molekiilleri, ayrica prokaspaz-8’in 6liim
baslatict sinyal kompleksi (DISC- Death Inducing Signaling Complex) adi verilen
reseptor kompleksine dahil edilmesini saglayan DED igerirler. Prokaspaz-8 DED
araciligi ile DISC’e katilmaktadir. Prokaspaz-8, DISC’ten oto proteolitik ayrilma ile
aktif hale gelmekte ve aktif kaspaz-8 adin1 almaktadir. Aktif kaspaz-8 iki biiyiik ve iki
kiigiik alt iiniteye sahip heterotetramerdir. Aktive olan baslatict kaspaz-8 efektor
kaspazlara (kaspaz-3,-7) tutunarak onlar aktive etmektedir. Boylece apoptozis olaymnin

yiiriitiilmesi saglanmaktadir®#43>* (Sekil 2.4).

Ligant
(FasL, TNF-a&, TRAIL)

00

Oliim Reseptorii
(Fas, TNFR1, DRS, ...)

L= ]

[=
[
Adaptorler
(FADD, TRADD) Fno’

<
m
=)
Prokaspaz - 8 ‘- ——
% ™ Kaspaz-3,-6,-7'nin
aktivasyonu

Aktif kaspaz - 8

> APOPTOZIS

Sekil 2.4: Reseptor aracili kaspaz aktivasyonu™,
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2.3.1.2. Mitokondri aracili prokaspaz aktivasyonu (intrinsik yol)

Intrinsik veya mitokondriyal yol; oksidatif stres, radyasyon ve sitotoksik ilaglar ile
tedavi dahil olmak iizere cesitli hiicre ici ve dis1 stresler tarafindan aktive edilir. Oliim
reseptorii bagimli yolun aksine, A) mitokondri bagimli yol; apoptotik uyaranlarin (Bax
veya Bak) mitokondri membranina insersiyonuna ve sitokrom C’nin mitokondrinin ara
membranindan sitozole salinmasma aracilik etmektedir. Sitokrom C, apoptozom

olusumunu ve prokaspaz-9’un aktivasyonun saglamaktadlrgﬁ (Sekil: 2.5).

Bazi Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri, Bax ve Bak’in inhibisyonu ve baglanmasi
sonucu sitokrom c¢’nin salinimin1 6nlemektedir. BH3 proteinlerinden olan Bid ve Bim,
Bax ve Bak’in homo-oligomerizasyonunu uyararak Bax/ Bak’in pro-apoptotik islevine

katk1 saglamaktadir®.

B) Apaf 1 proteini, sitokrom C ve dATP etkileri ile heptamerik bir olusum olan,
apoptozom olarak adlandirilan tekerlek benzeri yapiy1 olusturur. Prokaspaz-9 molekiilii
apoptozomun i¢ bolgesine baglanarak dimer olusumu ile aktive edilmektedir (Sekil
2.5)3 Kompleks olusumu ardindan aktif kaspaz 9, efektor kaspaz 3’1 aktive ederek
proteolitik kaskadi baslatmaktadir. Mitokondri sitokrom C’yi salmasmin yaninda;
Apoptozis Indiikleyici Faktér (AIF- Apoptosis Inducing Factor) ve Endoniikleaz G
(Endo G)’yi, zarlar arasi alandan HtrA2/ Omi ve SMAC/ DIABLO’yi iceren diger
polipeptitlerin biiyiik bir kismini serbestlestirmektedir. AIF ve Endo G, DNA hasar1 ve
yogunlagsmasina sebep olurken, HtrA2/ Omi ve SMAC/ DIABLO apoptozis protein
inhibitorlerinin (IAPs-Inhibitors of Apoptosis) etkilerini noétralize ederek kaspaz

aktivasyonunu tesvik etmektedir*®>*,
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A, Kaspaz aktivasyonunun mitokondrial yolu

Sitokrom C'nin
serbest kalimi

Eia, o Apoptozom Kaspaz - 9'un
A a ’ = » olusumu — aktivasyonu
Bak .

Aktif
kaspaz-9
dimerleri

Cyto C
ety
dATP

Apaf-1

Apoptozom

Sekil 2.5: Apoptozomda mitokondri aracili kaspaz aktivasyonu>*,

2.3.2. Kaspaz-8 (CASP8)

Insan kaspaz 8, kromozomun 2q33-34 iizerinde yer almakta ve yaklasik 30 kb’lik bir
bolgeyi kapsayan en az 11 ekzon igermektedir. Yapisal olarak kaspaz 8, ilgili sistein

proteazin katalitik domainin yam sira iki adet DED ve uzun bir pro-domaine sahiptir.

Oliime neden olan sinyal komplekslerinin (DISC) olusumu kaspaz 8’in aktivasyonuna
neden olmaktadir. Boylece aktive olan kaspaz 8, kaspaz 3, 6 ve 7’nin aktivasyonunu
indiikleyen downstream apoptotik siireci baglatir. TNF ailesi tarafindan indiiklenen
apoptozisin yaninda kaspaz 8; makrofaj farklilasmasi, T hiicre, B hiicre ve dogal
oldiirticti (NK) hiicre ¢cogalmasi, kalp kasi gelisimi gibi apoptotik olmayan islevlere de

sahiptir®=2,

Kaspaz 8 geninin bilinen en az 474 varyanti vardir. Kaspaz 8’in en yaygin
varyantlarindan; ekzon 10’da D302H, promotorda -652 6N del ve 3° UTR bdlgesinde
Ex14-271A>T, kaspaz 8’in apoptozisi diizenleyen diger molekiillerle etkilesimi
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tizerinde etkin rol oynamaktadir. Sonug olarak kaspaz 8’in ifadesini veya aktivasyonunu

degistirebilmektedir®.

Kaspaz 8’e ait baz1 varyantlar ile farkli kanser tilirleri arasindaki iliskinin incelendigi
bircok calisma gercgeklestirilmistir. Bir ¢alismada; promotor bdlgesinde yer alan bir
varyantin Cin popiilasyonunda akciger, meme, yemek borusu, mide, kolerektal, rahim
kanserleri ile iliskili oldugu tespit edilmistir’’. Ayni varyant Birlesik Krallik’ta yapilan

bir calismada ise; meme, kolerektal ve prostat kanserleri iligkili oldugu belirlenmistir@.

Kolon kanserli 180 olgudan invaziv karsinoma sahip bireylerin % 5.1’inde kaspaz 8
geninde ¢erceve kayma, nonsense ve missense mutasyonlarin varligi tespit edilmistir.
bu mutasyonlara sahip bireylerin de yaklasik % 60’inda kaspaz 8’in aktivitesinde
azalma meydana geldigi belirlenmistir. Kaspaz 8 geni stop kodonunda meydana gelen
bir mutasyon sonrast Alu tekrarlari ile kodlanan uzun diziler olusturdugu bulunmustur.
Bu mutasyonunda bas ve boyun kanserleri hiicre hatlarinda goézlemlendigi tespit
edilmistir. Bu veriler, kaspaz 8 gen mutasyonlarinin farkli kanserlerin patogenezine

katk1 saglayabilecegini gostermektedir®.

2.3.3. Kaspaz-9 (CASP9)

Kaspaz 9, kromozomun 1p36.1-p36.3 iizerinde yer alir, 9 ekzon ve 8 intron
icermektedir. Molekiil agirligi 45 kDa olan kaspaz-9 proteini, fetal ve yetiskin insan
dokularinda tespit edilmis, memeli sistein proteaz (kaspaz) ailesinin pro-apoptotik bir
tiyesidir. Ced-4tin memeli homologudur. Fareler iizerinde yapilan kaspaz-9’un hedef
gen calismalari, kaspaz-9’un in vivo sartlarda beyin gelisiminin ve kaspaz kaskadinin
onemli bir diizenleyicisi oldugunu gostermektedir. Kaspaz-9 enzimi sitozolde lokalize
olup, apoptotik bir uyaran tarafindan uyarilmadan Once inaktif zimojen (prokaspaz)
halindedir. Mitokondriyal yol aktif oldugunda, sitokrom c mitokondriden serbest
birakilir ve sitoplazmik reseptor Apaf-1’e (dATP veya ATP varliginda) baglanir.
Kompleks i¢inde bir araya gelen sitokrom ¢ ve Apaf-1 apoptozom olarak adlandirilir.

Prokaspaz-9, CARD domaini araciligi ile Apaf-1’e baglanarak bagka bir prokaspaz-9 ile
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karsilikli etkilesimi sonrasi aktif hale gelmektedir. Aktif apoptozom baglh kaspaz-9

efektor (downstream) enzim kaspaz 3’e yapisarak kaspaz-3’ii aktive etmektedir®22=98,

Kaspaz genlerinin susturulmasi (silencing) ve bu genlerde meydana gelen mutasyonlar
kansere neden olmaktadir. Kolon ve mide kanserlerinde kaspaz 9 geninde ifade
kaybmin oldugu tespit edilmistir®. Yine kaspaz 9 geni promotor bolgesindeki 4 farkli
tek niikleotid degisim polimorfizminin (SNP-Single Nucleotide Polymorphism) Kore
popiilasyonunda akciger kanserine kars1 duyarlilig1 ve kaspaz 9 ifade diizeyini etkiledigi

bildirilmistir®.

2.4.Polimorfizm

Herhangi iki insanin genom sekans1 % 99.9 oraninda benzerdir. Geriye kalan % 0.1°1ik
fark bireysel genotip ve fenotip degisiklerinden sorumludur. Popiilasyonda bir allelin %
1’den daha fazla siklikta bulunmasi polimorfizm olarak adlandirdigimiz tek niikleotid
degisimlerini icermektedir. Tek niikleotid degisimleri insan genomunda en ¢ok
gozlenen DNA dizi degisimleridir. Mutasyonlar ise kalitsal genetik kusurlardir®.
Kalitsal hastaliklara yol agan gen mutasyonlart popiilasyonda nadir olarak ortaya
¢ikmaktadir. Bundan dolayr mutasyonlar cesitliligin ¢ok az bir kismindan sorumlu
olmaktadir. Biiylik bir kismi ise, gesitli ve farkli varyantlarin (allel) oldukca yaygin
oldugu sekans polimorfizmlerinden olusmaktadir. Bu polimorfik sekans varyasyonunun
yaklasik % 95°1 genlerdeki tek bir niikleotidin bir digeri ile degismesi sonucu olusan tek
niikleotid  polimorfizmi  (SNP-  Single  Nucleotide Polymorphism)  olarak
tammlanmaktadir®®. Insan genomunda bilinen yaklagik 7 milyon SNP’in oldugu tahmin
edilmektedir. Yeni teknolojik gelisimler, yiiz binlerce SNP’in calisilmasina imkan
saglamistir. Boylece pozisyonu ve fonksiyonu ile ilgili dnceden bilgi sahibi olunmadan

orta derecede riskli allellerin tespit edilmesi saglanmis olmaktadir®.

Genlerde olusan bu polimorfik yapilar fenotipte kendini gosterebildigi gibi daha
karmasik bir sekilde fenotip/ genotipi etkileyebilmektedir. Bireylerin genomundaki bu
tiir degisikliklerin; kanser riski, hastaliga yatkinlik, ilaca verilen yanit gibi birgok faktor

{izerine etkileri vardir®?.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Biyolojik materyal

Bu calismaya; Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali tarafindan
meme kanseri tanisi konulan 55 hasta ve meme kanseri disinda baska sebeplerden
dolay1 opere edilen, meme kanserli olmayan 32 saglikli kontrol grubu dahil edildi.
Dokularin tamami Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali

laboratuarindan alinda.

3.1.2. Cihazlar ve teknik malzemeler

Bu calismada, asagida listelenmis ve Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dali Molekiiler Genetik Laboratuart biinyesinde bulunan cihazlar ve

teknik malzemeler kullanilmstir.

1. Rotary Mikrotom (LEICA RM2145)
2. Etiiv (Heraeus)

3. Su Banyosu (PolyScience)

4. Santrifiij (Heraeus)

S. Mikrosantriflij (Eppendorf)

6. Vorteks (IKA MS1)

7. Manyetik Karistiric1 (Fisher Scientific)
8. Hassas Terazi (Boeco)

9. Spektrofotometre (BIO-RAD)
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

PCR cihaz1 (BIO-RAD)

Elektroforez tanki ve gii¢c kaynagi (Cleaver)
Termal Cycler (EPPENDORF)

UV jel goriintiileme cihazi (SYNGENE)
pH o6l¢iim cihazi (Seven Easy)

Mikrodalga (Vestel)

Buzdolabi (Vestel)

Otoklav ( TOMY SX-500E)

Distile su cihaz1 (TKA-Pacific)

Otomatik mikropipetler (Eppendorf)

3.1.3. Sarf malzemeler

10.

11.

12.

13.

Borik asit (Sigma)

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma)

Tris HCI (Sigma)

Tag DNA polimeraz enzimi (5U/ul) (Fermentas)
Magnezyum kloriir (MgCl;) (25 mM) (Fermentas)

PCR tamponu (10X) (Fermentas)

Primerler (100 pmol/ul) (Fermentas)

dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (2mM) (Fermentas)
Marker DNA (50 bg- 100 bg) (Fermentas)

Restriksiyon enzimleri BstUI, Aatll, Mspl, Tagl (10U/ul) (Fermentas)
Etidyum Bromiir (EtBr) (10mg/ml) (Sigma)

Agaroz (PRONA)

Loding Dye (6X) (Fermentas)
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14.

15.

16.

17.

DNA izolasyon Kiti (analytikjena blackREP FFPE)
Pipet Ucu
PCR tiipii

Ependorf tiip

3.1.4. Calismada kullanilan ¢o6zeltilerin hazirlanisi

3.1.4.1. 10X TBE cozeltisi hazirlamsi

Bilesenler tartildi ve behere alindi. Uzerine hacim 1L olacak sekilde steril distile su

Trizma Baz (890 mM) 108 gr

Borik Asit (890 mM) 55 gr

EDTA (20 mM) 7.4 gr

eklendi. Manyetik karistirict yardimi ile ¢oziilerek pH 8.0°e¢ ayarlandi. Otoklavda

sterilizasyonu yapildiktan sonra 10X TBE ¢ozeltisi elde edildi. Hazirlanan ¢6zelti oda

sicakliginda saklandi.

3.1.4.2. 1X TBE c¢ozeltisi hazirlanisi

100 ml 10X TBE, steril distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Isi8a hassas oldugu i¢in

etrafi aliminyum folyo ile sarilarak +4°C’de saklandi.

3.1.4.3. Stok etidyum bromiir cozeltisi hazirlanisi

10 mg etidyum bromiir (10mg/ml) 1 ml distile suda ¢6ziilerek hazirlandi.

3.1.4.4. % 1.5’1lik agaroz jel hazirlamsi

1.5 g agaroz tartilarak erlen icine konuldu. Uzerine son hacim 100 ml olacak sekilde 1X

TBE eklendi. Mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oziindiiriildi.
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Mikrodalgadan ¢ikarildiktan sonra elle tutulabilir sicakliga diistiigiinde (50-55 °C)
¢Oziinen agaroz jel icine son konsantrasyon 0.5 pg/ml olacak sekilde stok etidyum

bromiir (10mg/ml) ¢dzeltisinden etidyum bromiir eklendi.

Hazirlanan jel, yatay jel yatagma kuyucuklarin olugsmasimni saglayan taraklar

yerlestirildikten sonra dokiildii ve donmaya birakildi.

Jel donduktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikarildi ve drneklerin yiiklenmesi i¢in jel hazir

hale getirildi.

3.1.4.5. % 2’lik agaroz jel hazirlanisi

2 g agaroz tartilarak erlene konuldu ve son hacim 100 ml olacak sekilde iizerine 1X
TBE eklendi. Diger tiim islemler % 1.5’lik agaroz jel hazirlanis asamasindaki protokol
takip edilerek gergeklestirildi.

3.2. Yontemler

Bu arastirma Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Laboratuar’inda yapilmistir. Arastirmaya 55 meme kanserli ve 32 kontrol dahil

edilmistir.

Bu calismada dncelikle meme kanseri tanis1 konmusg hastalara ait parafine gémiilii doku
orneklerinden tiimor doku parcalart ve meme kanseri disinda baska sebeplerden dolay1
opere edilen, meme kanseri olmayan bireylerin normal doku parcalart 2x5 p kesitler
halinde ependorf tiiplerine alinarak numaralandirildi, oda sicakliginda muhafaza edildi.
Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi ve Patoloji Anabilim Dallar1 hasta
raporlarindan  hastaligin  olusumuna ve gelisimine katkis1 oldugu diisiiniilen
sosyodemografik bilgiler (yas, aile oykiisii, sigara alkol kullanimi, 0strojen-progesteron
diizeyleri) alindi. Daha sonra doku orneklerinden, analytikjena blackREP FFPE
izolasyon kiti kullamlarak DNA izolasyonu yapildi. izole edilen DNA’lardan PCR
amplifikasyonu gergeklestirildi ve agaroz jelde yiiriitiilerek amplifikasyonun olup

olmadig1 kontrol edildi. PCR f{iriinleri parca uzunluk kesim polimorfizmi (RFLP-
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Restriction Fragment Lengh Polymorphism) reaksiyonuna tabi tutularak agaroz jelde
yuriitiildii. Jel lizerindeki bantlara bakilarak polimorfizm olup olmadig: belirlendi. Elde
edilen sonuglarin istatistiksel verileri, SPSS 15.0 programinda Pearson Ki-kare ya da

Fisher’s Exact testi ile belirlendi.

3.2.1. DNA izolosyonu

Meme kanserli hastalara ve kontrol grubu bireylere ait dokulardan DNA izole edildi.
Parafine gomiilii dokulardan DNA izolasyonu igin DNA izolasyon kiti (analytikjena

blackREP FFPE) kullanilarak agsagidaki protokol asamalar1 uygulandi.

Parafine gomiilii dokulardan mikrotom ile yaklasik olarak 2x5 p boyutlarinda kesit

alinarak ependorf tiiptine konuldu.

1- Alman kesitler iizerine 400 pl liziz soliisyonu ve 25ul proteinaz K eklenerek bu
karisim 5 saniye vortekslendi. 50 °C’de 1 saat ve 90 °C’de 2 saat inkiibasyona birakildi.
Ardindan maksimum hizda (13.000 rpm) 1 dakika santrifiij edildi.

2- Santrifiij sonrasi karigimin st kismi 1,5 ml’lik tiipe alinarak tizerine 200 pl
baglama soliisyonu eklenerek vortekslendi. Farkli bir tiipe spin filtre takildi ve karisim

bu tlipe alind1. Daha sonra yaklagik 12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

3- Karigimin iizerine 700 pl yikama soliisyonu eklenerek yaklagik 12.000 rpm’de 1
dk. santrifiij edildi. Ayni1 islem iki kez tekrarlandi.

4- Tiipten filtre ¢ikarilarak yeni bir tiipe alindi. Maksimum hizda (13.000 rpm) 1
dk. santrifiij edildi.

5- Daha sonra filtre ¢ikarilarak eliisyon tiipline alindi ve 100 pl eliisyon tamponu
eklendi. 5 dk. oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 8.000 rpm’de 1 dk. santrifiij
edildi. Ardindan filtre ¢ikarilarak atildi. Elde edilen DNA, 20 °C’de saklanda.
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3.2.2. DNA saflig1 ve konsantrasyonunun él¢iimii

Stok DNA tiipiinden 1 pl 6rnek alindi spektrofotometre kiivetine aktarildi. Uzerine 99
ul distile su eklendi.

1. Omegin spektrofotometrede 260 ve 280 nm UV dalgaboyunda absorbsiyon
degerleri okundu.
2. DNA miktar1 formiile gore hesaplandi:

Konsantrasyon= 100 (Sulandirma) x 50 (sabit) x OD 260= ng/ul DNA
3. OD 260/280>2 ng/ul RNA, <I1.8 ng/ul protein kontaminasyonu olarak
degerlendirildi.

3.2.3. PCR amplifikasyonu

Calismada CASP 8 geni (D302H G/C) ve CASP 9 geni (Q221R G/A,83 C/T ve 5969
C/T) boélgelerini gogaltmak igin T. Hlavaty ve ark.’® ve Zhibin Hu ve ark.*nmn
caligmalarinda kullandiklar1 primerler se¢ilmistir. Kullanilan primer ¢iftlerinin dizileri

tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1: Kaspaz 8 geni SNP D302H ve kaspaz 9 geni SNP’leri Q221R G/A, 83 C/T
ve 5969 /T i¢in kullanilan primer ciftleri

Gen Pozisyon ve Baz Primerler PCR iiriin
Degisimi Uzunlugu
(be)
CASP8 D302H G/C 5-CATTTTGAGATCAAGCCCCGC-3’ (forward) 132
(rs1045485) 5’-CCCTTGTCTCCAT GGAGAGGA-3’ (reverse)
CASP9 Q221R G/A 5’-GGCTTTGCTGGAGCTGGCCC-3’ (forward) 121
(rs1052576) 5’-AGTACCCAATGCCTGCCCAGGG-3’ (reverse)
83 C/T 5’-ACCTGGATGTCCTCGATCAT-3’ (forward) 164
(rs1052571) 5’-GCGGCCTGGAGTCTTAGTT-3’ (reverse)
5969 C/T 5’-GTCCACTGGTCTGGGTGTTT-3’ (forward) 197
(rs4646008) 5’-GAGGGAGTCAGGCTCTTCCT-3’ (reverse)
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PCR asamasinda; 1.2 ul MgCl, (25mM), 3 ul ANTP (2mM), her bir primerden (10
pmol/ul) 1’er pul, 3 ul PCR tampon (10X), 0,5 ul Taq DNA polimeraz (5U/ul), 2.5 ul
saflagtirilan genomik DNA (150-200ng) ve toplam hacim 25 ul olacak sekilde dH,O

eklenerek reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Optimal amplifikasyonun gerceklestigi

PCR reaksiyonu tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2: Optimal amplifikasyonun gergeklestigi PCR reaksiyonu

SNP DNA  PCR
tamponu
(150-
200ng) (19X)
D302H 5ul 6ul
GIC
Q221R  2.5ul 3yl
GIA
83C/T 3ul  42pl
5969  2.5u  3pl
cIT

Primerler ~ MgCl, dNTP
(FveR) (25mM)  (2mM)
(10 pmol)

1+1 ul 2.4 ul 6 ul
1+1 pl 1.2 ul 3ul
14+14ul l.6ul  42pul
1+1 pl 1.2 ul 3ul

Tag DNA
polimeraz
(5U/ul)

1 ul

0.5 ul

0.7 pl

0.5 ul

dH,O  Toplam

hacim

27.6 ul 50 pl

128 ul 25l

18.5ul 35 pul

128 ul 25l

Her bir bolgenin amplifikasyonunu gerceklestirmek amaciyla PCR programi 1s1
dongiileri tablo 3.3’de gosterilmistir.

Tablo 3.3: Optimal amplifikasyonlarin gerceklestigi PCR programi 1s1 dongiileri

SNP

D302H G/C
Q221R G/A
83 CIT

5969 C/T

On
Denatiirasyon
Asamasi

(1 dongii)

95 °C’de 5 dk
95 °C’de 5 dk
95 °C’de 5 dk

95 °C’de 5 dk

Denatiirasyon
Asamasi

95 °C’de 30 sn
95 °C’de 30 sn
95 °C’de 30 sn

95 °C’de 30 sn

Tepkime Dongiisii

(35 Déngii)

Hibridizasyon
Asamasi

61 °C’de 35 sn
65 °C’de 35 sn
60 °C’de 35 sn

59 °C’de 35 sn

Sentez (uzama)
Asamast

72 °C’de 30 sn
72 °C’de 30 sn
72 °C’de 30 sn

72 °C’de 30 sn

Son sentez
Asamasi

(1 dongii)

72 °C’de 12 dk
72 °C’de 12 dk
72 °C’de 12 dk

72 °C’de 12 dk

Elde edilen PCR iiriinleri % 1.5’1ik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir.
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3.2.4. PCR Uriinlerinin agaroz jel elektroforezi ve yorumlanmasi

Dort farkli bolgeye 6zgii PCR iriinleri % 1.5’lik agaroz jelde, 100 volt, 30 dakika
elektroforez sisteminde yiiriitiildii. Her bir bolgeye 6zgii PCR {irlin biiytikliikleri tablo

3.4°de verilmektedir.

Tablo 3.4: Amplifikasyon sonrasi beklenen PCR {iriin biiytikliikleri

SNP PCR Uriin Bityiikliigii
CASP8 D302H G/C 132 bg
CASP9 Q221R G/A 121 bg
CASP9 83 C/IT 164 b
CASP9 5969 C/T 197 bg

3.2.5. RFLP yontemi ile PCR iiriinlerinin kesimi ve goriintiilenmesi

Agaroz jel elektroforezi ile amplifikasyon kontrolii yapilan 6rnekler; T. Hlavaty ve
ark.2 ve Zhibin Hu ve ark.®min yoéntemine gore BstUI, Mspl, Aatll ve Taql
restriksiyon enzimleri ile uygun sicaklik ve siirede kesim reaksiyonuna alindi. Tablo

3.5’de belirtilen oranlarda reaksiyon bilesenleri hazirlandu.

Tablo 3.5: CASP8 ve CASP9 geni SNP’leri igin uygun RFLP reaksiyon kosullart

SNP-Enzim Tampon Restriksiyon PCR Uriinii  dH,O Toplam Reaksiyon

(10X) Enzimi (0.2ug/30ul) Hacim (pl) Siiresi
(10U/ul)

D302H G/C 2 ul 1 pl 10 pl 17 pl 30 pl 37°C, 5dk.

-BstUI

Q221R G/A 2 ul 1l 10 pl 17 ul 30 pl 37°C,

15dk.

-Mspl

83 C/T 2 ul 1 ul 10 pl 17 pl 30 pl 37°C, 5dk.

-Aatll

5969 C/T 2 ul 1 ul 10 pl 17 pl 30 ul 65°C, 5dk.

-Taql
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Reaksiyon iiriinleri % 2’lik agaroz jele yiiklenerek 100 volt’luk akimda 30 dakika

elektroforeze tabi tutuldu. Elde edilen kesim iiriinlerine ait elektroforez sonuglari UV

gorlintiilleme cihazi ile goriintiilenerek degerlendirildi. Her bir enzim bdlgesi 6zellikleri

ve o bolgelere 6zgii elde edilen parga biiyiikliikleri tablo 3.6’da gosterilmistir.

Tablo 3.6: Enzimlerin uygun baglanma sicakliklar1 (anneling sicakligil), tanima

bolgeleri ve kesim sonrasi olusan parga biiytikliikleri

SNP Restriksiyon  Enzim Enzim tanima PCR firiin
enzimi calisma bolgesi et
sicakligi biyukliga
°C) (be)
D302H G/C BstUI 61 5 -CG CG- 3 132
3 -GC GC-5'
Q221R G/A Mspl 65 5 -C CGG- 3 121
3 -GGC C-5
83 C/T Aatll 60 5-GACGT C- 3 164
3-C TGCAG-5'
5969 C/T Tagql 59 5 -T CGA-3 197
3-AGC T-%

3.2.6. istatistiksel analizler

Enzim

kesiminden elde
edilen parcga
biiytikliigii (bg)

G:112 + 20

= 0 >» o O

132

1102 + 19
1121
1116 + 48
1164
1197
2102 + 95

Verilerin istatistiksel degerlendirmesinde SPSS 15.0 paket programi kullanildi.

Kategorik dl¢iimler say1 ve yiizde (%) olarak 6zetlendi. Hasta ve kontrol gruplari i¢inde

kategorik Ol¢limlerin genlerle etkilesimini incelemede Pearson Ki-kare ya da Fisher’s

Exact testi kullanildi. Tiim testlerde istatistiksel onem diizeyi p<0.05 olarak alind1.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Grubu Bireylerinin Genel Bilgileri

Bu ¢alismaya meme kanseri tanisi konulan 55 hasta ve meme kanseri disinda baska

sebeplerden dolay1 opere edilen, meme kanseri olmayan 32 kontrol dahil edildi.

Hasta bireylere ait, hastaligin olusumunda ve ilerlemesinde etkili oldugu diisiiniilen yas,
obezite, sigara kullanimi, alkol kullanimi, aile Gykiisii ve histopatolojik bilgileri tablo

4.1°de gosterilmektedir.

Calismamizda deney grubunu 26- 83 yas aralifindaki bireyler olusturdu. Bu bireylerin;
46 (% 84)’i 40 yasin iizerinde iken, sadece 9 (% 16)’i 40 yasin altindaki bireylerden
olustu. Bireyler obezitenin varligina gore degerlendirildiginde; 55 bireyin 43 (% 78.2)’i
kilolu ve asir1 kilolu olarak bilinen obez, 12 (% 21.8)’ii ise normal kilolu olarak tespit
edildi. Deney grubunda sigara kullanimina bakildiginda; 11 (% 20) sigara kullanan
bireye karsilik, 44 (% 80) kullanmayan birey tespit edildi. Alkol kullanimi agisindan
bireyleri degerlendirdigimizde ise, bireylerin tamaminin alkol kullanmayanlardan
olustugu tespit edildi. Ailede meme kanseri/kanser varligi agisindan deney grubu
bireyleri degerlendirdigimizde; 12 (% 21.8) bireyde aile Oykiisii var, 43 (% 78.2)
bireyde ise ailede kanser olgusuna rastlanmamaistir. Kontrol grubunu olusturan bireyler
39-82 yas araliginda idi. Bu bireylerin sadece ikisi 40 yasin altindaki bireylerden
olusmaktaydi. Kontrol grubu bireylerde obeziteye sahip olan 23 (% 71.9) birey, normal
kilolu birey sayis1 ise 9 (% 28.1) olarak bulundu. Sigara kullanimi acgisindan
bakildiginda; 5 (% 15.6) bireyin sigara kullandig1 27 (% 84.4) bireyin ise kullanmayan
bireylerden olustugu tespit edildi. Alkol kullanim1 deney grubunu olusturan bireylerde
oldugu gibi kontrol grubunda da hi¢bir bireyde gozlenmedi. Ailesinde meme
kanseri/kanser varlig1 agisindan kontrol grubu bireyleri degerlendirdigimizde sadece 5

(% 15.6) bireyde ailesinde kanserli olguya rastlanmistir (Tablo 4.1).

Histopatolojik  Ozelliklerden tiimoriin  histolojik  tipi  acisindan  degerlendirme

yapildiginda; invaziv duktal karsinomali 36 (% 65.5), invaziv lobiiler karsinomali 6 (%
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10.9), invaziv mikst karsinomali 7 (% 12.7), imflamatuar karsinomlu 3 (% 5.5) ve diger
timor tiplerine sahip 3 bireyin oldugu tespit edildi. Hastalarda metastaz varligina
bakildiginda 17 (% 31) metastaz gozlenen bireye karsilik 38 (% 69) gbzlenmeyen birey
saptandi. Endojen hormonlardan ER’nin durumu agisindan bakildiginda; ER (+) birey
sayist 41 (% 75) iken, ER (-) birey sayist 14 (% 25) olarak tespit edildi. Diger bir
endojen hormon olan PR varligina bakildiginda ise; 43 (% 78.2) PR (+) bireye karsilik,
12 (% 21.8) PR (-) birey tespit edildi. Son olarak Cerb-B2 degeri agisindan bireyleri
kiyasladigimizda; 43 (% 78.2) birey (+), 12 (% 21.8) birey (-) olarak belirlendi (Tablo
4.1).

4.2. Meme Kanserli Bireylerde CASP8 D302H G/C ile CASP9 Q221R G/A, 83 C/T
ve 5969 C/T Polimorfizleri Sikhiklar1 Dagilimi

4.2.1.Meme kanserli bireylerde CASP8 geni SNP D302H G/C PCR ve enzim kesim

sonuclari

CASP8 genine 0zgii primerler ile belirtilen kosullarda s6z konusu polimorfizmi
belirlemek amaciyla 132 b¢’lik DNA bolgesi PCR yontemi ile ¢ogaltildi (Resim 4.1).
Bu ¢ogaltilmis DNA fragmentleri BstUI restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamele
edildi. Elde edilen enzim kesim diriinlerinin biiytikliiklerini belirlemek amaci ile % 2’lik
agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu. PCR f{iriinlerinin BstUI restriksiyon endoniikleaz
enzimi ile muamelesi sonrasi, bu polimorfizmi heterozigot tagiyan vakalarda (132, 112,
20 b¢) ve homozigot formda tasiyan olgularda (132 bg veya 112, 20 bg) elde edilen
kesim iiriinlerinin parca biiyiikliikleri resim 4.2 ve resim 4.3’de gosterildi. 20 bg’lik bant
kii¢iik bir kesim iriinii boyutu oldugu igin resimlerde goériilmemektedir. Tim meme
kanserli ve kontrol grubu bireylerin homozigot G, heterozigot G ve homozigot C alleli

acisindan degerlendirilmesi tablo 4.2°de gosterildi.

39



Tablo 4.1: Meme kanserli hasta grubunu olusturan bireylerin histopatolojik ve
demografik bilgileri.

Ozellik Hasta Sayisi Oran Kontrol Oran
(n=55) (%) (n=32) (%)

Yas

>40 46 84.0 2 6.3

<40 9 16.0 30 93.7

Obezite

Var 43 78.2 23 71.9

Yok 12 21.8 9 28.1

Sigara kullanimi

Var 11 20.0 5 15.6

Yok 44 80.0 27 84.4

Aile OyKkiisii

Var 12 21.8 5 15.6

Yok 43 78.2 27 84.4

Histolojik Tip

Invaziv Duktal 36 65.5

Invaziv Lobiiler 6 10.9

Imflamatuar Ca. 3 55

Invaziv Mikst 7 12.7

Diger 3 54

Metastaz

Var 17 31.0

Yok 38 69.0

ER durumu

Pozitif 41 75.0

Negatif 14 25.0

PR durumu

Pozitif 43 78.2

Negatif 12 21.8

Cerb-B2

Pozitif 43 78.2

Negatif 12 21.8
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50 be
100 be

150 be
132 be

Resim 4.1: Meme kanserli bireylerde kaspaz 8 D302H G/C bolgesi PCR iiriinlerinin

agaroz jel goriintiisii. 1-15: PCR iirlinti, 16: 50 bg¢’lik marker.

Tablo 4.2: Meme kanserli
polimorfizmi siklik dagiliminin gosterimi

ve kontrol

grubu bireylerde CASP8 D302H G/C

Kaspaz 8 | HASTA GRUBU KONTROL GRUBU

D302H

genotipleri Birey  Sayisi | Oran (%) Birey Sayisi | Oran (%) TOPLAM

(N=55) (N=32)

GG 30 54.6 24 75.0 54

GC 13 23.6 5 15.6 18

cC 12 21.8 3 9.4 15
50 he
100 be
150 be
112 be
132 be

Resim 4.2: Meme kanserli bireylerde kaspaz 8 D302H G/C boélgesi PCR iiriinlerinin
BstUI enzimi ile kesimi sonras1 agaroz jel goriintlisti. 1-15: kesim {iriinii, 16: 50 b¢’lik

marker.
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L 50 be

¥ 100 be

L 150 be

112 be

~ 132 be

Resim 4.3: Meme kanserli olmayan bireylerde kaspaz 8 D302H G/C bolgesi PCR
tirtinlerinin BstUI enzimi ile kesimi sonrasi agaroz jel goriintiisti. 1-15: kesim {irtindi, 16:
50 b¢’lik marker.

4.2.2.Meme kanserli bireylerde CASP9 geni SNP Q221R G/A PCR ve enzim kesim

sonuc¢lar

CASP9 geni Q221R G/A bolgesine 6zgii primerler ile belirtilen kosullarda s6z konusu
polimorfizmi belirlemek amaciyla 121 bg¢’lik DNA bélgesi PCR yontemi ile ¢ogaltildi
(resim 4.4). Bu ¢ogaltilmis DNA fragmentleri Mspl restriksiyon endoniikleaz enzimiyle
muamele edildi. Elde edilen enzim kesim driinlerinin biiyiikliiklerini belirlemek amaci
ile % 2’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu. PCR iiriinlerinin Mspl restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile muamelesi sonrasi, bu polimorfizmi heterozigot tasiyan
vakalarda (121, 102, 19 b¢) ve homozigot formda tasiyan olgularda (121 bg veya 102,
19 be) elde edilen kesim firlinlerinin parga biyiikliikleri resim 4.5 ve resim 4.6’de
gosterildi. 19 bg¢’lik bant kiiciik bir kesim {irlinii boyutu oldugu i¢in resimlerde
goriilmemektedir. Tim meme kanserli ve kontrol grubu bireylerin homozigot A,

heterozigot A ve homozigot G alleli acisindan degerlendirilmesi tablo 4.3°te gosterildi.

50 be

100 bg

150 bg

121 be

Resim 4.4: Meme kanserli ve kontrol grubu bireylerde kaspaz 9 Q221R G/A bolgesi
PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii. 1: 50 bg¢’lik marker, 2-16: PCR iir{inii.
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Tablo 4.3: Meme kanserli bireylerde CASP9 Q221R G/A polimorfizmi siklik

dagiliminin gosterimi

Kaspaz 9 | HASTA GRUBU KONTROL GRUBU
Seizolt:?ﬂerci;/A Birey  Sayisi | Oran (%) Birey Sayisi | Oran (%) TOPLAM
(N=55) (N=32)

GG 23 41.8 9 28.1 32

AG 25 455 21 65.6 46

AA 7 12.7 2 6.3 9
50 bg
100 bg
150 bg
102 bg
121 be

Resim 4.5: Meme kanserli bireylerde kaspaz 9 Q221R G/A bolgesi PCR {iriinlerinin
Mspl enzimi ile kesimi sonrasi agaroz jel goriintiisii. 1-15: kesim {irtinii, 16: 100bg’lik

marker.

100 be

102 bg

121 be

Resim 4.6: Meme kanserli olmayan bireylerde kaspaz 9 Q221R G/A bdlgesi PCR
tirtinlerinin Mspl enzimi ile kesimi sonras1 agaroz jel goriintiisii. 1-15: kesim iiriini, 16:
100bg’lik marker.
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4.2.3.Meme kanserli bireylerde CASP9 geni SNP 83 C/T PCR ve enzim kesim

sonuc¢lar

CASP9 geni 83 C/T’ye 6zgii primerler ile belirtilen kosullarda s6z konusu polimorfizmi
belirlemek amaciyla 164 bg’lik DNA bolgesi PCR yontemi ile ¢ogaltildi (Resim 4.7).
Bu cogaltilmis DNA fragmentleri Aatll restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamele
edildi. Elde edilen enzim kesim triinlerinin biiyiikliiklerini belirlemek amaci ile % 2’lik
agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu. PCR {iriinlerinin Aatll restriksiyon endoniikleaz
enzimi ile muamelesi sonrasi, bu polimorfizmi heterozigot tasiyan vakalarda (164, 116,
48 bg) ve homozigot formda tasiyan olgularda (164 bg veya 116, 48 bg) elde edilen
kesim tirlinlerinin parga biiytikliikleri resim 4.8 ve resim 4.9’de gosterildi. Tiim meme
kanserli ve kontrol grubu bireylerin homozigot C, heterozigot C ve homozigot T alleli

acisindan degerlendirilmesi tablo 4.4°te gosterildi.

8

Resim 4.7: Meme kanserli ve kontrol grubu bireylerde kaspaz 9 83 C/T bolgesi PCR
tiriinlerinin agaroz jel goriintiisii. 1-15: PCR iirlinii, 16: 50 b¢’lik marker.

Tablo 4.4: Meme kanserli bireylerde CASP9 83 C/T polimorfizmi siklik dagiliminin
gosterimi

Kaspaz 9 83 | HASTA GRUBU KONTROL GRUBU

;:Q‘-Otipleri Birey Sayist | Oran (%) Birey Sayist | Oran (%) TOPLAM
(N=55) (N=32)

CcC 0 0 10 313 10

CT 35 63.6 20 62,5 55

TT 20 36.4 2 6.2 22
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50 be

100 be

150 be

~ 164 be

Resim 4.8: Meme kanserli bireylerde kaspaz 9 83 C/T bolgesi PCR iirlinlerinin Aatll
enzimi ile kesimi sonrasi agaroz jel goriintiisii. 1-15: kesim iiriinii, 16: 50 bg¢’lik marker.

50 be

100 be

150 be

48 be

116 be

164 be

Resim 4.9: Meme kanserli olmayan bireylerde kaspaz 9 83 C/T bolgesi PCR
tirtinlerinin Aatll enzimi ile kesimi sonras1 agaroz jel goriintiisii. 1-15: kesim iirtin, 16:
50bg lik marker.

4.2.4.Meme kanserli bireylerde CASP9 geni SNP 5969 C/T PCR ve enzim kesim

sonuc¢lari

CASP9 geni 5969 C/T’ye 0Ozgii primerler ile belirtilen kosullarda soz konusu
polimorfizmini belirlemek amact ile 197 b¢’lik DNA bolgesi PCR yontemi ile ¢ogaltildi
(Resim 4.10). Bu c¢ogaltilmis DNA fragmentleri Taql restriksiyon endoniikleaz
enzimiyle muamele edildi. Elde edilen enzim kesim iiriinlerinin biyiikliiklerini
belirlemek amaci ile % 2’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu. PCR iiriinlerinin
Taql restriksiyon endoniikleaz enzimi ile muamelesi sonrasi, bu polimorfizmi
heterozigot tasiyan vakalarda (197, 102, 95 bg) ve homozigot formda tasiyan olgularda
(197 bg veya 102, 95 bg) elde edilen kesim tiriinlerinin parga biiyiikliikleri resim 4.11 ve
resim 4.12’de gosterildi. Tiim meme kanserli ve kontrol grubu bireylerin homozigot C,

heterozigot C ve homozigot T alleli agisindan degerlendirilmesi tablo 4.5’te gosterildi.
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50 be

100 be
150 be
200 be

197 be

Resim 4.10: Meme kanserli ve kontrol grubu bireylerde kaspaz 9 5969 C/T bolgesi
PCR fiiriinlerinin agaroz jel goriintiisii.1-15: kesim iiriinii, 16: 100bg lik marker.

Tablo 4.5: Meme kanserli bireylerde CASP9 5969 C/T polimorfizmi siklik dagiliminin

gosterimi

Kaspaz 9 | HASTA GRUBU KONTROL GRUBU

ggr?c?tipleriC/T Birey  Sayisi | Oran (%) Birey Sayist | Oran (%) TOPLAM

(N=55) (N=32)

cC 55 100 10 31.3 65

TC 0 0 22 68.7 22

TT 0 0 0 0 0
100 be
95 be
102 be

Resim 4.11: Meme kanserli bireylerde kaspaz 9 5969 C/T bolgesi PCR iiriinlerinin Tagl
enzimi ile kesimi sonrasi agaroz jel goriintiisii.1-15: kesim tiriinii, 16: 100bg’lik marker.
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100 be

95 be
~ 102 be
197 be

Resim 4.12: Meme kanserli olmayan bireylerde kaspaz 9 5969 C/T bolgesi PCR iirtinlerinin
Taql enzimi ile kesimi sonrasi agaroz jel goriintiisii. 1-15: kesim triinii, 16: 100 b¢’lik
marker.
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5. TARTISMA ve SONUC

Meme kanseri kadinlar arasinda en yaygin malignite olmasinin yaninda, 40-50 yas arasi
kadinlarda kanserden oliimlerin % 50’sini olusturmaktadir. Her yil 14000°den fazla
kadin meme kanseri sebebiyle hayatin1 kaybetmektedir. Ancak meme kanserinde erken

teshisin sagkalim oranini artirdig1 da bilinmektedir™.

Meme kanseri iizerine etkisi olan bazi risk faktorleri bulunmaktadir. Hormonlarin
yasam diizeylerini etkileyen yas, sigara kullanimi, alkol alimi, obezite, ilk normal
zamanh gebelik, erken menars, ge¢ menopoz, aile dykiisii, cografik varyasyon vb. risk
faktorlerinin meme kanserinin goriilme olasiligin artirdig bilinmektedir®®. Giiniimiizde
meme kanseri i¢in tedaviye yon vermek ve prognozu belirlemek amaciyla goz Oniine
alian belli bash prognostik ve prediktif faktdrler bulunmaktadir. Bu faktorler hastanin
genel ve hastaliksiz sagkalimi konusunda bilgilendirici ve dolayist ile tedaviye karar

verme asamasinda belirleyici rol oynamaktadlrﬁ—s.

Sigara kullanimina kii¢iik yaslarda baslamanin ve pasif i¢iciligin meme kanseri riskini
artirdigini 6ne siiren gahsmalaraﬂ’@’@ karsilik, sigara kullanimi ile meme kanseri riski
arasinda baglanti olmadigin1 gosteren bazi ¢aligmalarda bildirilmistir'?. Giinliik alinan
1-5 bardaklik alkolin meme kanseri riskini artirdigi ve buna bagli olarak alkolik
kadinlarda meme kanseri gelisme riskinin % 15 arttigi ileri siiriilmiistiir?,
Calismamizda hem meme kanserli hem de saglikli bireyler arasinda sigara kullaniminin
diisiik olmasinin yani sira, vaka ve kontrol gruplarinin ikisinde de alkol kullanan higbir
bireye rastlanmamigstir. Sigara ve alkol kullaniminin meme kanseri riski ile
degerlendirilebilecegi bir hasta ve kontrol grubu se¢iminin bu konudaki yorumlamaya

aciklik getirecegi kanisindayiz.

Obez bireylerde kandaki ostradiol miktar1 artis gostermektedir. Ozellikle menopoz
sonras1 adipdz doku Ostrojenin ana kaynagi haline gelmektedir. Obez bireylerde
menopoz sonrasi Ostrojen diizeyleri, normal kilolu bireyler ile kiyaslandiginda yaklasik

iki kat daha hizli artis gostermektedir®®. Calismamizda meme kanserli ve saghkl
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bireyler obezite varlig1 bakimmdan degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir

fark elde edilmemistir (p>0.05).

Calismamizda meme kanserli bireyler ile saglikli kontrol grubu, ailede kanser/ meme
kanseri varlig1 ve menopoz durumu agisindan degerlendirildiginde kaspaz 8 ve kaspaz 9
genotip dagilimi arasinda anlamli bir iligkiye rastlanmamistir. Boyle bir iliskinin
varliginin daha agik bir sekilde ortaya ¢ikarilabilmesi i¢in hasta grubu ve kontrollerin bu
Ozellikler gbz Onilinde tutularak secilmesi ve bu bireylerin biyolojik materyalleri

kullanilarak baska ¢alismalarin yapilmasinin faydali olacagini diisiinliyoruz.

Meme kanserinin molekiiler bir prognostik faktorii olan C-erb-B2’nin asirt ekspresyonu
kotii prognostik bir parametre olup, steroid hormon reseptorlerinden ER ve PR negatif

meme kanserlerinde karsimiza ¢ikmaktadir®>3¢37

Bu reseptorlerin  pozitif veya
negatifligi uzun yillardir meme kanserinde tedaviye karar verme asamasinda
kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda erken evre meme kanserlerinde ER (+) olgularin
sagkalim oranit ER (-) olgulara gore daha yiiksektir. Primer meme kanserlerinin
ortalama % 55-65’i ER (+), yaklasik % 45-50’si PR (+) olgulardan olusmaktadir®,
Calismamizda olgularin % 78.2’si C-erb-B2 (+), % 75’1 ER (+), % 78.2’si PR (+) olarak
belirlenmis ve genel literatiir oranlarindan yiiksek oldugu gozlemlenmistir. C-erb-B2,

ER ve PR (+/-) ile kaspaz 8 geni ve kaspaz 9 geni ilgili polimorfizmler agisindan

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamuistir (p> 0.05).

Kaspaz-8 geni D302H polimorfizmi ve kaspaz-9 geni Q221R G/A, 83 C/T ve 5969 C/T
polimorfizmleri ile meme kanseri riski arasindaki iliskinin arastirildigi bu ¢aligmada
elde edilen bulgular ayn1 zamanda Tiirtk toplumunda Diizce iline ait verileri
olusturmustur. Bu amacla, meme kanseri olan ve olmayan bireylere ait timor ve normal
dokularindan izole edilen DNA 0&rnekleri PCR-RFLP yontemi ile analiz edilerek

genotiplendirme yapilmaistir.

Apoptozis ¢ok hiicreli organizmalarda hasarli, enfekte ve mutant hiicrelerin secici ve
kontrollii bir sekilde ortadan kaldirilmas: igin temel bir biyokimyasal siirectir. Oliim

reseptOrii sinyali araciligi ile baglatilan bu siirecin yiirtitiilmesinde kaspazlar presipite
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edici ajanlar olarak gorev almaktadir®. Apikal kaspaz olarak kaspaz 8, bir &lim
reseptorii-ligant etkilesiminden apoptozis sinyalini aldiktan sonra kaspaz kaskadinin
baslamasinda merkezi bir role sahiptir. Kaspaz 8’in yaygin varyantlarindan biri olan
D302H ekzon 10’da yer almaktadir ve 302. pozisyonda aspartat amino asiti yerine
histidin amino asitinin ge¢mesi sonucu polimorfik yap1 olugsmaktadir. Bu varyant kaspaz
8 tarafindan uyarilan apoptotik aktivasyonda bireyler arasinda farkliliga katkida bulunur

ve bireylerin malignitelere kars: duyarhiliklarini artirir®.

MacPherson ve arkadaslarinin yirittiigi kaspaz 8 D302H polimorfizm c¢alismast;
Ingiltere Sheffield bolgesine ait 954 meme kanserli hasta ve 964 kontrol grubunu
icermektedir. Tiim vaka ve kontrol grubu bireyler beyaz Anglo-Sakson etnik kdkenine
ait bireylerden olusmaktadir. Bu ¢alismaya gore kaspaz 8 geni D302H polimorfizminde
CC genotipine sahip kisilerde meme kanseri goriilme riski digerlerine oranla daha azdir.
Aym calisma ayrica Ingiltere’nin Dogu-Anglia bdlgesine ait 1848 meme kanserli ve
2082 kontrol grubu iizerinde gerceklestirilmistir. Bu ¢alismanin sonuglari da Ingiltere
Sheffield bolgesine ait veriler ile ortiismektedir. Sonug olarak; C allelinin homozigot
oldugu (CC) bireylerde meme kanseri goriilme orani, G allelinin homozigot oldugu
(GG) bireyler ile karsilastirildiginda C alleli homozigot tasiyicilarinda meme kanseri

riski daha diigiiktiir®®,

Sigurdson ve arkadaslar1 Amerikali radyoloji teknik uzmanlarindan olugsan 859 meme
kanserli birey iizerinde kaspaz 8 geni D302H polimorfizminin meme kanserine
duyarliligini incelemislerdir. 660 vaka homozigot G allelini, sadece 7 vaka homozigot C
allelini tagimakta idi. Caligma sonucunda, bu polimorfizmin homozigot C allelinin

meme kanseri riskini 6nemli dl¢iide azalttig tespitinde bulunmuslardir®®.

Nail Duncan ve arkadaslarmin yaptigi Ingiltere, Utah ve Almanyay: kapsayan bir
calismada, kaspaz 8 geni D302H polimorfizmini 3200 meme kanserli birey ile 3324
saglikli kontrol grubu {izerinde mete-analiz yontemi ile incelemislerdir. p= 0.043 olarak
tespit edilmis ve istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Elde edilen veriler
sonucunda kaspaz 8 D302H polimorfizminin meme kanseri riskini azalttigi One

o e w e 10
stirilmiistiir—.
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Theodoros ve arkadaslart Kafkas ve Cin popiilasyonlarinda, kaspaz8 D302H ve -652 6N
polimorfizmleri ile meme kanserli 18.791 birey, 20.318 kontrol grubu {iizerinde bir
calisma gerceklestirmislerdir. Bu calisma neticesinde her iki polimorfizmi tasiyan

bireylerde meme kanseri riskinin azaldig1 6ne siiriilmiistiir’®,

Calismamiz sonucunda kaspaz 8 D302H G/C genotip dagilimima gore; olgularin 30
(%54.6)’u homozigot G alleli, 13 (%23.6)’1 heterozigot G alleli (GC) ve 12 (%21.8)’si
homozigot C alleli tasiyicilartydi. Kontrol grubu olgularda ise, 24 (%75)’i homozigot G
alleli, 5 (%15.6)’i heterozigot G alleli ve 3 (%9.4)’ti de homozigot C alleli
tastyicilariydr. Istatistiksel olarak kiyaslama yapildiginda, p degeri anlamliya yakin
olarak bulunmus (p:0.067) ve alleller agisindan C allelinin meme kanserine karsi
koruyuculukta etkili oldugu tespit edilmistir. Bu haliyle verilerimiz literatiir bilgileri ile

uyum gostermektedir.

Kromozomun 1p36.1-p36.3 bolgesinde yer aldigi bilinen kaspaz 9’a ait Q221R
polimorfizmi; ekzon 5 te yer alan kodon 22°de glutamin yerine arjininin geg¢mesi ile
olusur’. Bu polimorfizm Landi ve arkadaslar tarafindan akciger kanserli bireyler ve
saglikli kontrol gruplar1 arasinda ¢alisilmis, homozigot G ve A allelini (GG, AA) veya
heterozigot G (GA) allelini tasiyan bireyler arasinda anlamli bir fark olmadigi tespit

edilmistir.

Hosgood ve arkadaslarinin yaptig1 bir diger calismada, 128 multipl miyelom ve 514
saglikli kontrol grubu bireyler ile kaspaz 9 Q221R polimorfizmi iliskisi arastirilmistir.
Bireylerin 41’1 homozigot G (GG), 65’1 heterozigot A (AG) ve 20’si homozigot A (AA)
alleline sahiptir. Bu sonuca gore, AG ve AA alleline sahip bireylerin azalmig multipl

miyelom ile iliskili oldugu bulunmustur”.

Hu ve arkadaslari, kanserli olmayan 170 bireyde goriiniis olarak normal olan primer
lenfositler ile kaspaz 9 Q221R polimorfizmi iligkisi lizerine yaptiklari ¢alismada elde

ettikleri verilere gore bireylerin 53’ GG, 75’1 GA ve 42’si AA alleline sahiptir. Yapilan
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bu c¢alismada goriinliste normal olan primer lenfositler ile kaspaz 9 geni Q221R

polimorfizmi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamistir®.

Calismamizda kaspaz 9 geni Q221R polimorfizmi 55 meme kanserli birey ve 32 saglikli
bireyde incelenmistir. Olgularin 23 (%41.8)’0 GG, 25 (%45.5)’i GA ve 7 (%12.7)’si
AA alleli; kontrol grubu bireylerin de 9 (%28.1)’u GG, 21 (%65.6)’1 GA, 2 (%6.3)’si
AA alleli tasiyiciydi. Hasta ve saglikli bireyler arasinda istatistiksel olarak (p: 0.182)
anlamli bir fark olmamasina karsin GA ve AA alleli tasiyicilar1 arasindaki farklilik

anlamli olarak diisiiniilebilir.

Calisgmamizda incelenen bir diger kaspaz 9 geni 83 C/T polimorfizmi 555 bagirsak
hastaligi (CD) olan ve 651 ilseratif koliti (UC) olan bireyler iizerinde calisilmistir.
Yapilan bu ¢alismaya gore 83 C/T polimorfizminin CD ile bir iligkisi bulunamamus,

ancak UC ile zay1f bir iligkisi oldugu tespit edilmistir™.

Hlavaty ve arkadaslari, 204 luminal CD ve 83 fistiilizan CD olan bireylerde kaspaz 9
geni 83 C/T ve 5969 C/T polimorfizmlerini incelemisler. Polimorfizm 83 CT igin
sonuglar; luminal CDIi bireylerden 40°1 CC, 113’1 CT, 40’1 TT alleline sahip, fistiilizan
CD’li bireylerin 16’s1 CC, 42°s1 CT ve 23’1 TT genotipe sahipti. Polimorfizm 5969 C/T
icin ise her iki bagirsak hastaliginda da bireylerin tiimii CC alleline sahipti. Elde edilen
bu veriler neticesinde bu iki bagirsak hastaligi ve kaspaz 9 geninde bahsedilen bu

polimorfizmler agisindan anlamli bir iligki bulunamam1$t1r®.

Diizce ili meme kanserli bireyler iizerinde c¢alisilan kaspaz 9 geninin bir diger
polimorfizmi olan 83 C/T verilerine gore; olgularin 20 (%36.4)’si TT, 35 (%63.6)’1 TC
genotipe sahipken CC genotipli higbir bireye rastlanmamustir. Kontrol grubu bireylerin
ise, 2 (%6.2)’si TT, 20 (%62.5)’si TC ve 10 (%31.3)’u CC genotipe sahipti. Hasta ve
saglikli bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p:0.000). C alleli
homozigot tastyicilarinda meme kanseri gelisme riskinin oldukga diisiik oldugu ve bu

kansere kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
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Calismaya dahil edilen kaspaz 9 geni son polimorfizmi olan 5969 C/T verileri
neticesinde hastalarin tiimiiniin (55 birey) homozigot C (CC) alleli tasiyicisi oldugu,
kontrol grubu bireylerin ise 22 (%68.7)’si heterozigot C (CT) ve 10 (%31.3)’u
homozigot C (CC) alleli tastyicist oldugu bulunmustur. Barsak hastaliginda®® calisiimis
olan bu polimorfizm i¢in tiim bireyler CC alleli tasiyicist idi ve barsak hastalig ile
kaspaz 9 geni 5969 C/T polimorfizmi arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir iligki tespit
edilmemisti. Bizim ¢alismamizda meme kanserli bireyler ile kontrol grubu bireyler
arasinda C alleli tasiyicihigi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p:0.000). Buna gore, bu polimorfizm agisindan homozigot C alleli tasiyan bireylerin

meme kanserine yakalanma riskinin oldukga yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak; CASP8 geni D302H G/C polimorfizmi ¢alismasinda daha Onceki
caligmalar gibi C alleli varliginin meme kanserine karsi koruyucu etkiye sahip oldugu
tespit edilmistir. Bildigimiz kadariyla daha 6nceden meme kanserinde hi¢ ¢alisiimayan
CASP9 geni 83 C/T ve 5969 C/T polimorfizmlerinin meme kanseri ile iligkili oldugu
bulunurken bir diger CASP9 geni polimorfizmi olan Q221R G/A’nin ise meme kanseri

ile iligkili olmadig: tespit edilmistir.

Daha fazla sayida denek ile farkli prognostik ve prediktif faktorlerde ¢alismaya dahil
edilerek, daha ileri genetik tarama yontemleri kullanilarak yeni g¢alismalarin

yapilmasinin faydali olacag: diigiincesindeyiz.
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