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ONSOZ

Bu calisma 2014 — 2015 yillar1 arasinda T.C. Hali¢ Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’'ntin bilimsel arastirma ve
uygulama calismalarina verdigi destek ile hazirlanmastir.

Yiiksek lisans egitimim ve tez caligmalarimin tamamlanmasi siirecinde biiyiik
bir 6zveri, sabir ve hosgoriiyle bana destek olan tez danismanim Sayin Yrd. Dog. Dr.
Nagehan Ersoy Tunali'ya ve Ozel Osmanoglu Hastanesi yonetimine ¢ok tesekkiir
ederim. Bu arastirmanin istatistiksel analizlerinde katkisi olan Ars. Gor. Ozan
Tiryakioglu’na tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Meme kanseri diinyada ti¢iincii siklikta rastlanan kanser tiirii olup kadinlarda
en sik goriilen malignitedir ve kadmlardaki kanser olgularmm %18’inden
sorumludur. Yakin zaman Once bulunan ve BIRCS5 olarak da bilinen Survivin,
apoptozu inhibe edici (Apoptoz Inhibitér Protein - IAPS) proteinlerdendir. Anti-
apoptotik Ozeliginin yani sira, hiicre proliferasyonunda ve anjiyogenezde rol
Oynamasi survivinin, timoriin biiylime potansiyeli olan hiicrelerinde eksprese
edildigini, timoér olusumu ve biliylimesinde etkili oldugunu diisiindiirmektedir.
Giincel olarak survivin ifadesi insan meme kanserlerinde bildirilmis olup, survivin
ekspresyonunun artmig diizeylerinin - meme kanserli hastalar igin negatif bir
prognostik faktor olabilecegi bildirilmistir. Survivin gen polimorfizmlerinden en ¢ok
calismast yapilmis olan CDE/CHR reseptor baglayici bolgede lokalize olan -31G/C
polimorfizmidir. Survivin geninin promotdr bdlgesindeki bu mutasyon sonucu hiicre
dongiisiinden bagimsiz olarak genin transkripsiyonu ve bunun sonucunda da asiri
ifadesi goriliir.

Bu ¢alismada 72 meme kanseri hastasi ve 74 saglikli kontrole ait DNA
orneklerinde survivin -31 G/C polimorfizmi PCR-RFLP yontemi ile arastirilarak bu

polimorfizmin meme kanserine yatkinliktaki rolii ile klinik ve patolojik verilerle
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iliskisi incelenmistir. Incelenen populasyonda survivin -31 G/C polimorfizminin
meme kanserine yatkinlikta rolii bulunamamustir. Hastalarin klinik ve patolojik
verileri ile polimorfizm arasinda da anlamli bir iligki saptanmamistir. Bu tez
calismasinda elde edilen sonuglarin teyidi ve survivin -31 G/C polimorfizminin
meme kanseri iizerine olan etkisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in daha genis hasta ve

kontrol gruplarinda tekrarlanmis arastirmalara ihtiyac vardir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, survivin, rs9904341, polimorfizm, -31G/C
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SUMMARY

Breast cancer is the third most common type of cancer and the most common
malignancy in the World, and is responsible for 18% of cancer cases in women.
Survivin, recently found and also known as BIRCS5, is one of the apoptosis inhibiting
(Inhibitor of Apoptosis Protein - IAP) proteins. Besides its anti-apoptotic properties,
its role in cell proliferation and angiogenesis implies that survivin is expressed in
tumor cells that have proliferative capacity and has effects on tumor formation and
growth. Currently survivin expression has been reported in human breast cancers,
increased levels of survivin expression was reported to be a negative prognostic
factor for patients with cancer. Survivin -31 G/C polymorphism is the best known
and the most widely studied polymorphism in the literature, which is located at
CDE/CHR receptor binding region. As a result of this mutation in the promoter
region, transcription of the gene regardless of cell cycle and its over expression is
detected.

In this study, survivin -31 G/C polymorphism was investigated and its role in
breast cancer susceptibility was analyzed together with its correlation with
clinicopathological properties. A role of this polymorphism in breast cancer
susceptibility could not be identified in the studied population. There was also no
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significant association between the polymorphism and clinicopathological
characteristics of the patients. In order to verify and to clarify the role of this
polymorphism in breast cancer, wider patient and control populations are required.
Keywords: Breast Cancer, survivin, rs9904341, polymorphism



1.GIRIS

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen malingnitedir ve
kadinlarda goriilen tiim kanserlerin yaklasik olarak %18’ini olusturmaktadir. Meme
kanseri sikligi diinya {zerindeki iilkelere gore farklilik gostermekle birlikte
Avrupa’da yilda 180.000, Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) yilda 184.000 yeni
olgu saptanmaktadir. Kanada’da yilda yiizbinde 80-90 goriilme sikligr ile ilk
siralarda yer alirken, Japonya’da sadece yiizbinde 12-15 arasindadir (Aslan vd.,
2007). 2009 yilina ait kanser istatistiklerine gore iilkemizde her yil yaklasik 98.000
erkek ve 63.000 kadin birey kansere yakalanmaktadir. Meme kanseri ise kadinlarda
en sik goriilen kanser tiirtinden birisi olmaya devam etmektedir (Giiltekin vd., 2014).

Tiirkiye’de 1999 yilinda 8.879 olan meme kanseri kadin sayisi, 2003 yili
itibariyle 12.772’ye yiikselmistir. Ayrica iilkemizde tiim kanser vakalarinin
%24,1’ini meme kanserinin olusturdugu belirtilmektedir. Kadinlarda kansere bagl
Olimlerin %18'1 meme kanseri nedeniyle olugsmaktadir ve meme kanserine bagl
Olimler; akciger ve kolorektal kanserlerden sonra tigiincii sirayr almaktadir
(Calikapan, 2004). Meme infantil bitylime, ergenlik, hamilelik, emzirme ve menopoz
sonrasi1 regresyon ile iligkili olarak boyutu dramatik degisikliklere ugrayan bilateral
bir organdir. Meme, kadin niifusunda en sik tanis1 konan malignite kaynagidir (Russo
vd., 2004).

Survivin [Bakuloviriis IAP tekrar igeren protein (BIRC-5), onaylanmis gen
sembolii; BIRC5], hem apoptozun inhibisyonu ve hem de mitoz regiilasyonundan
sorumlu tutulan, apoptoz inhibitdrleri gen ailesinin bir iiyesidir. Survivin, saglikli
dokulara gore tiimor dokusunda en ¢ok ifade genlerden biridir. Primer tiimorlerde
yiiksek survivin ifadesi, birgok kanser tipinde, hemen her zaman hasta icin kotii
prognoz ile iligkilidir. Survivin mRNA konsantrasyonlar1 primer meme kanserinde

kotl prognoz igin giiclii ve bagimsiz bir belirtectir (Span vd., 2006).



1.1.Memenin Embriyolojik, Anatomik ve Fizyolojik Ozellikleri

1.1.1.Meme Embriyolojisi

Memenin hiicresel elemanlar1 ektodermden, kan damarlart ve bag dokusu
mezodermden gelisir. Ilk rudiment ise yaklasik intrauterin {iciincii ayinda goriiliir
(Tasmali, 2009).

Ik taslak viicudun 6n yiiziindeki ekstremiteleri arasinda, epidermisin sagda
ve solda ¢izgi seklinde kalinlagmasi ile ortaya ¢ikar (Tasmali, 2009). 16. haftada ise
epitelyal tomurcuklar gelisir ve dallamir (Ustaoglu, 2000). Bu epitel
tomurcuklarindan ductus lactiferi’ler ortaya c¢ikar. Son tomurcuklar da kiigiik
kanalciklar1 ve alveolleri olusturur. Dogumdan sonra mezenkimin proliferasyonuyla
meme kabarir (Tagmali, 2009). Bilateral meme tomurcuklar1 5. ayda bu katlantilarin
ist 1/3 kisimlarimin ortasinda mezensimal proliferasyonuyla olusur ve bu sirada
katlantilarin diger kisimlar1 geriler. Primitif siit bandinin gerilemesi veya dagiliminda
bir yetersizlik olur ise, kadmlarin % 2-6’ sinda goriilen aksesuar meme dokusu
olusur. Meme tomurcuklarindan sekonder epitelyal biiylimelerle birlikte ileride
laktifer duktuslar1 olusturacak dallanmalar meydana gelir. 8. gestasyonel ayda
epitelyal kordonlar icerisinde liimen gelisir ve ayni zamanda santralde bag doku
proliferasyonuyla meme bas1 ortaya ¢ikar (Ustaoglu, 2000).

Kadinlarda meme gelisim ve farklilasmasi iki fazli olup, ilki yukarida
bahsedilen fetal gelisimdir. Bunun sonucu maternal orijinli sekretuar uyarilara cevap
verebilen basit dallanmis duktuslardan olusan rudimenter bir organ meydana gelir.
Gelisimin ikinci evresi pubertede olur. Bu donemde duktuslar uzarlar, boliniirler ve
terminal duktolobiiler {initeleri olustururlar (Tasmali, 2009).

Memede gelisen dogustan anomaliler; politeli (meme bas1 sayisinin
normalden fazla olmasi), polimasti (meme sayisinin normalden fazla olmasi) ve

konjenital amastidir (meme bezinin olmamasi) (Tagsmali, 2009).



1.1.2.Meme Anatomisi

Meme, ilireme sistemin fonksiyonel yonden bir pargasi olup, yap1 ve gelisim
acisindan modifiye bir apokrin ter bezidir (Ustaoglu, 2000).

Meme, asini ve duktuslar1 olusturan epitelyal parankim ile onlar1 destekleyen
kas elemanlari, fasya elemanlari, yag dokusu, kan damarlari, sinirler ve lenfatikleri
icerir. Her biri ayr1 bir salgi kanaliyla meme basina agilan 15-20 loblu epitelyal
parankimi olusturur. Her lobda 20 ila 40 arasi lobiil, her lobiilde ise toplayici bir
duktus cevresinde gruplasmis 10 ile 300 adet asini bulunur. Lobiiller, meme
glandinin esas yapisal birimini olusturur. Memede asinilerinin birlesip ‘terminal
duktus’ adi verilen bir kanala agilmasiyla siit kanallar1 baslar. Her lobta, birkag
lobiiliin terminal duktuslarmin birlesmesiyle ise laktifer duktus olusur ve bu
duktuslar birbirlerine yaklasarak, meme basinin altinda laktifer sintis denilen bir
genigleme gosterirler. Meme basindan disartya ampulla olarak isimlendirilen koni
seklindeki bosaltic1 bir béliim sayesinde agilir (Ipek, 2011) (Sekil 1.1.).

Meme dikey olarak, 6n goglis duvar lizerinde, superomedial pektoralis major
kasini Orten, ikinci ve altinc1 kaburgalar arasinda uzanan ve serratus anterior kasi alt
ticiincli ve medial bolgelerde bulunur. Yatay boyut géz oniine alindiginda ise, orta
aksiller hattin sternum yan kenarinda konumlanmistir (Urban vd., 2013).

Memenin {iist ve dis kadranlar1 diger kadranlara oranla ¢ok daha fazla glandiiler
elaman igerdigi i¢in bu kadranda selim ve habis meme tiimdrleri daha sik goriiliir.
Meme dokusunun koltuk altina dogru bir uzantis1 vardir ve buna “Spence’nin aksiller
kuyrugu” adi verilir. Memede olusan tiim fizyolojik olaylar koltuk alti1 kuyrugunda
da gergeklesir (Evcimik, 2008).

Memenin ¢ap1 ortalama 10-12 cm ve santral bolgedeki kalinligi maksimum 5
ila 7 cm. arasindadir. Laktasyonda olmayan bir memenin agirligi 150-200 gram olup,
laktasyonda olan bir meme yaklasik olarak 400-500 gram kadardir. Memenin ¢aplari
ve siirlart kadindan kadina degisebilecegi gibi ayn1 kadinda da gebelik, emzirme,
sismanlama, zayiflama ve yaglilik nedenleriyle farklilik gosterebilir (Evcimik, 2008).

Memelerin orta boliimiine denk gelen kisminda meme basi ve areola bulunur.
Bu bolge meme derisinden daha fazla pigment igerdigi i¢in koyu renktedir (Demiral,
2009).



Meme bast ve areola, epidermisi keratinize olmus cok katli yassi epitel
hiicreleri ile Ortiiliidiir. Areola ve meme basinin derinindeki diiz kas lifleri; dairesel
ve 1smsal bir sekilde, laktifer duktuslar boyunca siralanmiglardir. Areolada ter
bezleri, sebase bezler ve aksesuar areolar bezleri yer alir. Meme basinin u¢ kisminda
ise fazla miktarda serbest duysal sinir ucu ve dermal papillada ise Meissner
cisimcikleri bulunur (Ipek, 2011).

Deri
ik major kasr
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Sekil 1.1. Memenin 6nden(a) ve yandan(b) antomik goriintiisii
Kaynak:(http://www.justhealthylifestyle.com/the-anatomy-and-physiology-of-a-breast-cancer-
appearance-cancer-mammae/)

1.1.3.Memenin Fizyolojisi

Meme yavrularin beslenmesi igin bir organdir. Karmasik bir néroendokrin
mekanizmasi gebelik ve emzirme sirasinda insan memesini kontrol eder. Ostrojen ve
progesteron biiylik miktarlarda plasenta tarafindan iiretilir ve bu hormonlar boyut
artis1 igin meme lobiillerini stimule eder (Gazioglu, 2005).

Hipofiz 6n lop hormonu prolaktin, ayn1 zamanda meme biiyiime ve siit
salgilanmasini stimiile etmede ikili bir islevi vardir. Kanal sistemi igerisine siit
ejeksiyonu ise ¢ogunlukla posterior hipofiz hormonu oksitosin tarafindan kontrol
edilir. Bu kompleks néroendokrin sistem meme gelisimi ve islevini de kontrol eder.
Adrenaller, hipofiz, hipotalamus ve yumurtaliklar bu sistemin temel unsurlaridir
(Gazioglu, 2005).

Adet donglisii boyunca endokrin degisiklikler belirgin sekilde meme
dokusunu etkiler. Bu degisiklikler, hem stroma ve hem de epitelyumda gozlenir.

Menstruel dongiisiindeki proliferatif fazda (3.-7. giinler) stroma yogun ve siki bir
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duktal liimen ile ¢evrilidir. Folikiiler fazda (8.-14.giinler) yogun ve hiicresel stroma
daha kollajen olur ve limen daha kolay tanimlanabilir. Ancak luteal faz (15.-
20.giinler) sirasinda, stroma gevsek hale gelir, liimen agilir ve sekresyon olur. Salgi
faz (21.-27. giinler) icerisinde stroma hala gevsektir fakat ayn1 zamanda 6dematozdiir
ve limen sekresyon ile agilir. Menstriiel faz (28.-2. giinler) sirasinda stroma yogun
ve hiicresel durumuna doner ancak duktal liimen sekresyon ile gergin olarak kalir

(Gazioglu, 2005).

1.2.Meme Karsinomu

1.2.1.Meme Kanserinin Epidemiyolojisi

Kanser diinyada hemen her iilkede mortalite ve morbidite oranlar1 agisindan
onde gelen halk sagligi sorunlarindan biridir. Yiizyilin baslarinda 6liime sebep olan
hastaliklar siralamasinda yedinci siralarda iken giinlimiizde, Tiirkiye de dahil bir¢ok
tilkede, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada gelmektedir. Kanser
tiplerinin dagilim ve sikligi, iilkelerin gelismislik diizeylerine bagli olarak farklilik
gosterdigi gibi, tilke i¢inde de degisebilmektedir (Bodur vd., 2011).

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen neoplazi tiiriidiir ve tim kadin
kanserlerinin %18'ini olusturur (Haydaroglu, 2015). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ile
Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansinin (IARC) kombine raporuna gore,
yeryiiziinde her yil bir milyon kadin meme kanserine yakalanmakta ve 370.000 kadin
bu hastaliktan 6lmektedir (Gazioglu, 2005). Meme kanseri diinyada i¢ilincti siklikta
rastlanan kanserdir (akciger ve gastrik kanserlerindenden sonra) ve kadinlarda en sik
goriilen malignitedir (Celik, 2007).

Uluslararas1 Kanser Ajansimin 2012 yili i¢in yaymladigi tahminlere gore
diinyada yeni tani1 Kanserli hasta sayisi ve kansere bagl oOliimler bir onceki
tahminlere gore artmistir. GLOBOCAN (Diinya Kanser Bilgi Sistemi) 2012
verilerine gore 2012 yilinda Diinya’da yaklasik olarak toplam 14,1 milyon yeni
kanser vakasi gelismis olup, kansere bagl 8,2 milyon 6liim olmustur. Diinyada en
cok tan1 konulan kanser tiirleri akciger (% 13,0), meme (% 11,9) ve kolon (% 9,7)
iken, kanserden oliimlerin ise en ¢ok akciger (% 19,4), karaciger (% 9,1) ve mide (%
8,8) kanserlerinden gergeklestigi belirtilmistir (GLOBOCAN, 2012).



Tiirkiye kanser insidansi Diinya ortalamasinin iizerinde iken, Avrupa Birligi
tilkeleri ve Amerika gibi gelismislik diizeyi yiiksek olan iilkelere gore ise kanser
acisindan hem kadinlarda hem de erkeklerde daha diisiik bir hizda seyretmektedir.
Tirkiye’de 2012 yilinda yasa standardize edilmis kanser hizi kadinlarda 100.000
kiside 188,2’dir (Giiltekin vd., 2014).

Tablo 1.1. IARC Tarafindan Yaymnlanan Globocan (2012) Verilerine Gore Kadinlarda En

Sik Goriilen Kanserlerin Dagilimi (Tiirkiye Kanser istatistikleri)

Tiirkiye* Diinya IARC’a iiye 24 iilke AB(28 iilke) ABD
1 | Meme Meme Meme Meme Meme
2 | Tiroid Kolorektal Kolorektal Kolorektal Akciger
3 | Kolorektal Uterus serviksi Akciger Akciger Kolorektal
4 | Uterus Korpusu | Akciger Uterus serviksi Uterus korpusu Tiroid
5 | Akciger Uterus korpusu Uterus korpusu Uterus serviksi Uterus
*Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2009

Ulkemizde 2012 yili kanser istatistiklerine gore 70.897 kadin birey kansere
yakalanmig, 17.630 kadima meme kanseri teshisi konulmustur. Meme Kkanseri
kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriinden birisi olmaya devam etmektedir (Tablo
1.1) (Giiltekin vd., 2014).

1.2.2.Meme Kanserinin Risk Faktorleri

Giiniimiizde meme kanseri ile ilgili risk faktorlerini belirlemek igin yapilan
bireysel ve isbirligine dayali birgok c¢alisma mevcuttur. Ancak, retrospektif ve
prospektif kontroliin yetersizligi ve genis kapsamli kohort calismalarin eksikligi
nedeniyle caligmalarin bilyiik ¢ogunlugu bu risk faktorleri ile ilgili sorulara tam
olarak yanit sahibi degildir (Gazioglu, 2005).

Genetik Yatkinhk: Genetik yatkinlik meme kanseri gelisimindeki goreceli
riskin yiiksek oranda artis1 ile iliskili bir risk faktdriidiir. Iki majér gen, BRCA1 ve
BRCA2 meme kanseri i¢in kalitsal bir yatkinlik ile baglantili oldugu bulunmustur.

Tiim kalitsal meme kanserlerinin yaklasik % 15’1 BRCA1 ve BRCA2 geni
mutasyonlari ile iliskilendirilmektedir. BRCA1 mutasyon tastyicilart gibi, BRCAZ2
mutasyon tastyicilarinda da yasam boyu meme kanseri riski % 60-85 araliginda

oldugu tahmin edilmektedir.



Meme kanseri i¢in BRCA 1 / 2 disinda, duyarliligin1 arttirabilen PTEN, p53
ve stkl1 gibi yliksek penetransli genlerle ilgili ikna edici kanitlar vardir (Gazioglu,
2005).

Aile Oykiisii: Meme kanserinde pozitif bir aile gegmisi, meme kanseri
gelisimi i¢cin en onemli risk faktorlerinden biridir. Bir kadinin meme kanseri riski,
ailesinin meme kanserli iiyelerinin sayisi ile artar. Ve tim meme kanseri olaylarinin
yaklasik % 5-10’nunu olusturmaktadir. Bu nedenle aile Oykiisii kalitsal hastalig
belirlemede en 6nemlidir (Gazioglu, 2005).

Yas: Meme kanseri gelisim riski bir kadinin yasami boyunca yasi arttikca
artar. Gen¢ kadinlara oranla 65 yas {lizerindeki kadinlarda 6 kat riski vardir
(Gazioglu, 2005). Giiniimiizde bir kadinin hayat boyu non-invazif meme kanseri
olma ihtimali 6 kiside 1 kisi ve invazif meme kanseri olma ihtimali 8 kiside 1 kisidir
(Kogak vd., 2011).

Kisisel Meme Kanseri Hikayesi: Daha 6nce meme kanseri geciren ve tedavi
olan kadlarin diger memelerinde kanser gelisim olasiligi, meme kanseri teshisi
konulmamis kadinlara oranla 3-4 kat daha fazla oldugu belirtilmektedir (Sonmez,
2012).

Fertil Cag Siiresi: Kadinlarin adet goérmeye erken yasta baslamalart ve
ilerleyen yaglarda menopoza girilmesi fertil ¢agi uzatmaktadir. Bu durum kadinin
daha uzun siire 6strojen hormonu etkisi altinda kalmasina ve bunun da meme kanseri
gelisme riskini yiikselttigi ifade edilmektedir (Sénmez, 2012).

Dogurganhk Hikayesi: Kadmlarin ilk c¢ocugunu dogurma yast meme
kanserine yakalanma riski acgisindan 6nem teskil eder. Ik cocugunu 30 yasindan
sonra doguran kadinlarda meme kanseri goriilme orani, 20 yasindan 6nce dogum
yapan kadinlara oranla 2 kat daha fazladir. Hi¢ ¢ocuk dogurmamig kadinlarda ise risk
oran1 daha da yiikselmektedir (Sonmez, 2012). Emzirme meme kanseri riskini
azaltmaktadir ve bu etki beklendigi lizere 6zellikle premenapozal kadinlarda daha
belirgindir (Kogak vd., 2011).

Sosyo-ekonomik Seviyenin Yiiksekligi: Sosyo-ekonomik diizeyi yiiksek
kadinlarda, meme kanseri goriilme oraninin daha yliksek oldugu ifade edilmektedir.
Bu 6zellige sahip olan ailelerin kizlar1 daha iyi beslendikleri i¢in daha erken yasta
gelismektedir ve bunun sonucu olarak da daha erken yasta adet gérmeye

baslamaktadir. Ayni zamanda bu ¢ocuklar biiyiidiikleri zaman c¢evresel etkiler



(egitim ve is vb.) sebebiyle daha ge¢ yasta evlendikleri i¢in daha ge¢ yasta gocuk
sahibi olmalar1 s6z konusu olmaktadir (Giindogan., 2012).

Dogum Kontrol Hapir Kullamilmasi: Dogum kontrol haplarimin meme
kanseri riskini yiikselttigi belirtilmekle ancak konu ile ilgili farkli goriislerin de
mevcut oldugu ifade edilmektedir. Her ne kadar bu tiir haplar1 kullanan kadinlarda
meme kanserine yakalanma riski acgisindan bir artis oldugu ileri siiriilse de, 10 yil
once dogum kontrol hapi kullanmay1 birakmis olan kadinlarda bu riskin tamamen
ortadan kalktig1 da vurgulanmaktadir (S6nmez B., 2012).

Sigara Kullanilmasi: Sigaranin meme kanseriyle ilgili iliskisi tam olarak
kurulamasa da bazi arastirmalarda sigaranin meme kanserinin olugmasi yoniinde
olumsuz bir risk faktorii olarak degerlendirilebilecegine de isaret edilmektedir
(Sonmez B., 2012).

Obesite ve Yagh Beslenme: Obesite kanser riskinin artisina yol agan
etmenlerden biri olup meme kanserinin obesite ile iligkisi ortaya konmus ¢aligmalar
mevcuttur (Colak, 2004).

Reprodiiktif dykii: Ostrojen hormonuna maruz kalma siiresindeki(menars,
gebelik ve menapozda) artig orani ile meme kanseri gelisim riskindeki artis orani
birbiriyle iliskilidir. Bununla birlikte, dstrojene maruz kalinan siirenin azalmasinin
ise koruyucu oldugu ifade edilmektedir (Kogak vd., 2011).

Radyasyona maruz kalma: Memenin aktif olarak gelistigi donemde (10-14
yas arasi), radyasyona maruz kalma ve hayatin ilk 3 onyilinda toraks bdlgesine
yapilan terapotik 1sin tedavisi islemi de meme kanseri riskini artirmaktadir. 45
yasindan sonra radyasyona maruz kalma veya 1sin tedavisinin meme kanseri riskini
etkilemedigi belirtilmektedir. Tanisal amagli yapilan islemlere bagli olarak olusan
radyasyona maruziyet ile meme kanseri riski iliskisi tartismalidir. Genetik gegis riski
olanlar haricinde bu risk yok veya dikkate alinmayacak kadar diisiik olarak kabul
edilir (Kogak vd., 2011).

Hormon Replasman Tedavisi (HRT) ve oral kontraseptif kullanimi:
Gerek Diinya Saglik Orgiitii (WHO) gerekse de Bir Milyon Kadm Calismasi’nda,
Hormon Replasman Tedavisi almis kadinlarda, verilen tedavi tipi ve yonteminden
bagimsiz olarak hayati tehdit eden meme kanserine yakalanma riskinin arttig1 ortaya
konmustur. Epidemiyolojik ¢alismalarda oral kontraseptif kullanim ile meme kanseri

riski arasinda bir iligki gosterilememistir (Kogak vd., 2011).



Proliferatif meme lezyonlar1 (Atipi icermeyen ve iceren): Proliferatif
meme lezyonlarindan 6zellikle sitolojik atipi igerenler hem invazif olmayan hem de
invazif meme kanseri i¢in risk faktoridirler. Atipi igermeyen bu proliferatif
lezyonlarda (kompleks fibroadenom, florid hiperplazi, sklerozan adenozis,
intraduktal papillom) az oranda bir artis sz konusu iken, atipi iceren proliferatif
lezyonlarda (atipik lobular hiperplazi, atipik duktal hiperplazi) ise bu risk daha
yiiksektir. Atipi multifokal oldugunda ise bu riskin 10 kat arttig1 ifade edilmektedir
(Kogak vd., 2011).

Dens meme yapisi: Bagimsiz bir faktor olarak dens meme yapisi, meme
kanseri artis riski ile iligkilidir. Mamografik agidan incelendiginde dens meme

yapisina sahip kadinlarda riskin 4-5 kat artmis oldugu disiiniiliir (Kogak vd., 2011).

1.2.3.Meme Karsinomu Histopatolojisi

Histolojik olarak meme karsinomlar1 invaziv olmayan (in situ) ve invaziv
karsinomlar olarak iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 1.2.). In situ karsinomlarda malign
epitelyal hiicreler bazal membranla cevrili duktus ve asinuslar iginde sinirlidir.
Invaziv karsinomda ise neoplastik hiicreler bazal membram asarak stromaya yayilim
gostermektedir. Bu sebeple invaziv karsinomlar, lenfatik ve kan damarlarmi istila
ederek bolgesel lenf diiglimlerine ve uzak organlara metastaz yapabilme 6zelligine
sahiptir. Histopatolojik siniflamada, tiimor hiicrelerinin sitolojik 6zellikleri yani sira
olusturduklart yapisal motifler de goz Oniine alinmaktadir. Giiniimiizde meme
karsinomlarinin histolojik siniflamasinda en ¢ok kullanilan yontem, WHO tarafindan
onerilen siniflamadir (Ilvan, 2006) (Tablo. 1.2.).
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Sekil 1.2. In sutu ve invaziv kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden histopatalojik farklilig



Kaynak:http://www.memesaglik.com/hastalarimiz-icin-/meme-sagligi-kitapligi/178-meme-kanseri-

tipleri.html

Tablo 1.2. in situ ve invaziv karsinomlar
1. In situ karsinom

e Insitu duktal karsinom (spesifik olmayan tip)

e Insitu lobuler karsinom

2. Invaziv karsinom

o Invaziv duktal karsinom e Invaziv mikropapiller karsinom
e Invaziv lobuler karsinom e  Apokrin karsinom

e Tibiiler karsinom e  Sekretuar (juvenil) karsinom

o Invaziv kribriform karsinom e Adenoid kistik karsinom

e  Mediiller karsinom e Metaplastik karsinom

e  Miisinoz (kolloidal) karsinom e  Noroendokrin karsinom

e Invaziv papiller karsinom e Inflamatuar karsinom

1.2.4. Meme Kanserinde Evreleme

Tiimdr evreleme sistemi, kisinin kanserinin yayilim ve ciddiyeti hakkinda
belli standartlara goére bilgi edinilmesini saglayan bir sistemdir (Ferahman, 2006).
Klinik olarak en kullanigli evreleme sistemi Amerika Kanser Komitesi (AJCC)
ve Uluslararast Kanser Kontrol Orgiitii (UICC) tarafindan birlikte gelistirilen
Timor, Nod, Metastaz (TNM) sistemidir (Tablo 1.3.) (Ergiiney, 2013). TNM
Evreleme Sistemi’nde tiimérleri siniflandirmada baz alinanlar; tiimér boyutu (T),
aksiller lenf nodlarina yayilim (N) ile uzak bolgelere yayilimdir (M). Daha 6nceden
tanimlanan kriterlere goére bu ¢ Ozellik belirlenerek tiimoériin TNM Evresi
hesaplanir. Timor evresi meme kanserli hastalar i¢in tedaviye yon veren onemli
prognostik faktorlerden biridir (Ferahman, 2006).

Birbirine benzer prognoza sahip hastalarin tedavilerini listeleme ve analiz
icin, T, N, M anatomik evre/prognostik gruplar1 olarak gruplanarak evre gruplari
olusturulmaktadir. Gruplar kanserin artan siddetine gore I’den IV’e kadar Romen
rakamlar1 ile derecelendirilmislerdir. Evre 0, metastatik potansiyeli olmayan
karsinoma in situ’yu tanimlamak i¢in kullanilir. Evre 0 hemen her zaman patolojik

inceleme ile saptanmaktadir. Evre 1 genellikle kiigiik veya daha az derin invaziv,
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negatif lenf nodu ile karakterize kanseri tanimlarken, Evre 2-3 artan tiimor veya
nodal yayilimi, evre 4 ise tan1 aninda metastaz (M1) olan hastalar1 tanimlamaktadir

(Ergiiney, 2013).

Tablo 1.3. AJCC’nin meme kanseri i¢in yayinladigi TNM siniflamasi

Primer Tiimér (T)

TX Primer tiimorii degerlendirilemeyen
TO Primer tiimore ait kanit yok
Tis Karsinoma in situ

T1 (Timi, Tla, T1b, T1c), | Artan boyut ve/veya primer tomiiriin lokal yayilimi

T2, T3, T4(T4a, T4b, T4c, e L7 .
T4d) Yl '1 ‘I,J
c2:hL ‘;:)f";';::::/::: ’f

, i )
Bolgesel Lenf Nodlar1 (N)
NX Bolgesel lenf nodu degerlendirilemeyen
NO Lenf nodu tutulumu yok
N1 Artan sayida veya bdolgesel lenf nodu tutulumunun durumu
N2 (N2a, N2b) Artan sayida veya bolgesel lenf nodu tutulumunun durumu ve metastaz
N3(N3a, N3b, N3c)

Uzak Metastaz (M)

MO Uzak metastaz yok

cMO(i+) | Uzak metastaz kamit1 yok, fakat metastaza ait semptom ve bulgusu olmayan hastanin
kan dolasiminda, kemik iliginde veya diger bolgesel olmayan lenf nodlarinda 0.2 mm

daha biiyiik olmayan tiimor hiicreleri var.

M1 Uzak metastaz var

1.2.5.Meme Kanserinde Prognostik Faktorler

Meme kanserinde tani sonrast seyreden hastalik siireci hastalar arasinda
farkliliklar gostermektedir. Ayni tiimor ¢apina sahip takipteki hastalarin bazilarinda
timor niiksii cok kisa siirede ortaya ¢ikabilirken, digerleri saglikli olarak yasamaya
devam etmektedir. Bu sebepten otiirti, meme kanseri olan hastalardaki klinik ve

biyolojik davramis farkliliklarini ve hastaligin hizla gelisebilecegi yiiksek risk
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gruplarint belirlemek igin prognostik faktorler kullanilmaktadir (Evcimik, 2008).
Bunlardan bazilart:

Lenf nodu durumu: Giiniimiizde meme kanserinin prognozunu belirleyen en
onemli faktorlerden biri aksiller lenf gangliyonlarinin metastaz igerip icermedigi ve
sayet iceriyorsa tutulan lenf gangliyonlarinin sayisidir. Kisinin aksiller lenf
gangliyonlarinda metastazi yoksa 10 yil boyunca hastaliksiz yasam siiresi %70-80
arasindadir. Bu oran aksillas1 pozitif olan hastalar i¢cin %30’lara kadar diiser
(Evcimik, 2008).

Tiimor Boyutu: Timor ¢ap1 niiks riski olan ve nod negatif meme kanserli
hastalarda, adjuvan tedavi se¢imi i¢in 6dnemli ve giivenilir bir prognostik faktordiir.
Timor ¢apmin dlgiimlerinde klinik, radyolojik ve patolojik agidan biiyiik ¢eliskiler
saptanabilmektedir. Bu nedenle patolojik 6lgiimlerin ger¢ek tiimor ¢apini daha iyi
yansittig1 ve esas alinmasi gerektigi vurgulanmistir (Evcimik, 2008).

Hormon reseptor (HR) durumu: Meme kanserlerinde, Ostrojen ve
progesteron hormonlar1 mutajenik olarak etki yapmaktadir. Bu etki, ostrojen
hormonunun reseptorleri tarafindan diizenlenmektedir. Yapilan kiiltiir galismalarinda
da bu fonksiyonel Ostrojen reseptoriiniin, meme kanser hiicrelerindeki mutajenik
etkisi kanitlanmistir (Evcimik, 2008).

Tiimor Evresi: Meme kanserinde evreleme, tedavi modelinin sec¢ilmesi ve
tiimoriin biyolojik davranisinin belirlenmesinde en 6nemli prognostik faktorlerden
biridir (Ozkan, 2010).

HER-2/neu reseptor durumu (c-ErbB-2): Genellikle sagkalimdaki azalma
ile cHER-2/neu (c-erbB-2) pozitifligi arasinda bir iliski mevcuttur. c-erbB-2’nin
amplifikasyonu veya ifadesinin agresif meme kanserlerinde daha sik gortldigi
belirtilmektedir. C-erbB-2 ifadesinin lokal niiks, hastaliksiz sagkalim, aksiller lenf
nodu tutulumu ile iligkili oldugu ve meme kanserlerinde negatif bagimsiz bir
prognostik faktor olabilecegini belirten ¢alismalar da mevcuttur (Pekmez, 2010).

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR): VEGF, ozellikle vaskiiler
endotelyum iizerinde anjiyogenik, mitojenik ve vaskiiler gecirgenligi arttirict etkilere
sahip, homodimerik yapida olan bir glikoproteindir. VEGF diizeyi ve hastaligin
prognozunu belirlemesiyle ilgili yapilan bir¢ok ¢alismada, hastalik derecesini
degerlendirme ve adjuvan terapiye ihtiya¢ duyan hastalar1 segmek icin VEGF
Ol¢iimiiniin anlaml1 olabilecegi ortaya konulurken, bazi arastirmalar da ise anlaml

bir iliski bulunamamistir (Aktas, 2010).
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S-fazi: Meme kanserinde DNA sentez (S) fazindaki hiicrelerin orani 6nemli
bir prognostik faktor olup, 6zellikle aksillasi negatif olan hastalarda tedavi karari igin
tiimor proliferasyon hizinin 6l¢iilmesine gereksinim vardir (Unal vd., 2006).

p53, DNA ploidi, Mitotik indeks: insan meme kanseri &rneklerinin asir1 p53
ifadesi, andploidi ve yiiksek mitotik indeksle pozitif bir iligkisi oldugunu gostermekte
ve yiiksek tiimor dereceleri igin ise kot bir prognostik faktordiir (Pekmez, 2010).

Kemik iligi mikrometastazi (KiM): Giiniimiize dek yapilan pek ¢ok genis
kapsamli klinik ¢alismalarinda meme kanserinde kemik iligi mikro metastazlarinin
kotii prognostik faktdr oldugu ortaya konmustur (Cabioglu vd., 2008). Braun ve
arkadaslar1 tarafindan yayinlanmis ve 4703 hastayir kapsayan metaanalizde, operabl
(ameliyat edilebilir) evre I/I/III meme kanserinde immiinositokimyasal yontemle
saptanan kemik iligi metastazi oran1 %30,6 olarak bildirilmistir (Braun vd., 2005).

Dolasimdaki tiimor hiicreleri (DTH): Kan dolasimina katilan timor
hiicreleri (DHT) primer timorden ya da metastaz yoluyla kan dolasimina katilan
hiicrelerdir ve sivi biyopsi olarak tanimlanabilmektedir. Bu yontemin invaziv
olmayan tiimor karakterizasyonu belirlenmesine ve tedavi secenegine imkan
sagladig belirtilmektedir (Nursal, 2015).

Peritiimoéral lenfatik invazyon: Aksillada bulunan lenf gangliyonlarindaki
malign hiicre metastazinda tiimére ait bazi Ozelliklerin  6nemli oldugu
belirtilmektedir. Bunlar timoriin histolojik evresi, peritiimoral vaskiiler invazyon ile
primer tiimoriin ¢apidir ve histolojik evre arttikga aksillada metastatik lenf nodunun

artacag belirtilmektedir (Koyuncu, 2009).

1.3. Meme Kanserinde Survivin Geninin Roli

Apoptoz domain inhibitdrii (IAP) tekrar1 olarak da bilinen, Baculovirus
inhibitorti, veya BIR (Baculoviral IAP repeat); apoptozis, sitokin {iiretimi ve
kromozom segregasyonu rolleriyle; proteinlerde bulunan yapisal motiftir. Apoptoz
protein inhibitorii (1APler) ya da BIR igeren proteinler (BIRPs ya da BIRCs) olarak
bilinen proteinler BIRC1 (NAIP), BIRC2 (clAP1), BIRC3 (clAP2),BIRC4 (XIAP),
BIRCS5 (survivin) ve BIRC6’dir (Sekil 1.3.).
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Sekil 1.3. Memelilerde Apoptoz Inhibitdr Proteinleri (IAP).

BIR domeinleri ¢inko parmak domain ailesine aittir ve karakteristik olarak 3
korunmus sistein ve bir korunmus histidin de dahil olmak {izere sabit bir amino asit
rezidii dizisine sahiptir. Bunlar tipik olarak 4-5 alfa sarmallarindan olusur ve i
iplikgikli bir beta tabakas1 vardir (Silke vd., 2001).

Yakin zaman 6nce bulunmus olup BIRC5 olarak da bilinen Survivin geni,
apoptozu inhibe edici (Inhibitér of Apoptozis Proteins - IAPS) proteinlerden biridir.
17925 kromozomunda bulunan survivin geni, 3 intron ve 4 ekzondan meydana gelir
ve 142 aminoasitlik proteini kodlar. Bu anti-apoptotik protein, baslatic1 (kaspaz-9) ve
efektor (kaspaz-3 ve kaspaz-7) kaspazlari inhibe ederek apoptozu inhibe ederler.
Survivin geninin yapisal olarak sadece BIR (Bakuloviriis IAP tekrar1) domaini
icermesi, RING(Really Interesting New Gene) ve CARD (kaspaz toplama alani)
domainin igermemesi sebebiyle de diger anti-apoptotik genlere gore farklilik arz
eder. Anti-apoptotik Ozeliginin yani sira survivin proteini, hiicre ¢ogalimi ve
anjiyogenezde rol oynar. Hiicre siklusunun G2/M fazinda ifade edilerek hiicrenin
boliinmesini saglar. Survivin geninin en énemli 6zeliklerinden bir digeri de kanser
dokusunda normal dokuya gore ¢ok daha fazla oranda ifade edilmesidir. Genellikle
embriyonik doku ve fetal dokuda asir1 ifade edilen survivin, normal dokuda tayin
edilemeyecek kadar az ifade edilir (Er6z vd., 2015).

Survivin gen ifadesinin regiilasyonu; transkripsiyon, translasyon gibi gesitli
asamalarda kontrol edilmektedir. Survivin geninin promotdr bolgesindeki tek
niikleotitlik polimorfizmleri (SNPs), survivin gen ifadesini ve kontroliinii etkiler.
Bugiine kadar survivin geninin promotdr bolgesinde bes polimorfizm tanimlanmis
olup, bunlar; -1547 A/G, -644 C/T, -625 C/G, -241 C/T ve -31 G/C

polimorfizmleridir. Bu polimorfizmler arasinda CDE/CHR represor elementi

14



bolgesinde yer alan -31 G/C polimorfizminin survivin gen ifadesi hem protein hemde
MRNA seviyesinde arttirdigi bulunmustur (Er6z vd., 2015).

Bunlara ek olarak, Survivin apoptotik uyariciyla indiiklenen interlokin (IL-3),
Fas (CD95), Bax, tiimor nekroz faktorii, kaspazlar ve antikanser ilaglarininin etkisini
de yok eder. Survivin sadece bir adet BIR domaini ile -COOH ucu uzatilmig alfa-
heliks sarmali icerir. Survivin proteininin kaspaz aktivitesini inhibe edici
fonksiyonundan 6tiirti apoptozun negatif duzenlenmesine veya programlanmis hiicre

6liimiine yol agar (Yamak vd., 2012).

1.3.1.Apoptoz Inhibitérii Olarak Survivin

Apoptoz biyokimyasal ve genetik olarak kontrol edilen programlanmis hiicre
olimidir (Kaya vd., 2012). Apoptoz, efektér kaspazlarin aktivasyonu ile
sonuclanan, hem ekstrinsik (6liim reseptorleri) hem de intrinsik (mitokondriyal)
yolaklarla baglatilabilen aktif bir siirectir (Erbayraktar vd., 2011).

Apoptotik yolakta etkili olan proteinler kaspazlar olarak adlandirilir ve
kaspazlar, prokaspazlar olarak sentezlendikten sonra belirli bir kisimlart kesilip
uzaklastirilarak aktif kaspaz halini alirlar. Bu apoptoz yolaginda, bir protein
tarafindan uyarilan Kaspaz-9, etkili kaspaz olan Kaspaz-3’iin belirli kisimlarini keser
ve aktiflesmesini saglar. Aktiflesen Kaspaz-3 sitozolde bulunan ICAD (inhibitor of
caspase-activated deoxyribonuclease)’t inaktiflestirir ve inaktiflesen ICAD, normal
haldeyken bagli oldugu CAD (caspase-activated deoxyribonuclease)’dan ayrilir.
Kalan CAD ise nukleusa girerek kromatin yogunlagmasi ve DNA kiriklarinin
olugsmasina neden olur bdylece hiicre apoptoza gider (Kaya vd., 2012).

Bcl-2 ve TAP, apoptozun diizenlenmesinden sorumlu iki gen ailesidir ve
giinlimiize kadar IAP’nin sekiz farkli uyesi tanimlanmistir. Bunlar; NAIP, XIAP, c-
IAP1, c-1AP2, Ts-XIAP, ML-1AP, Apollon ve Survivin’dir (Eréz vd., 2015).

Survivin kaspaz-3, kaspaz-7 ve kaspaz-9 fonksiyonuna miidahale ederek
dogrudan veya dolayli olarak apoptozu inhibe eder. Apoptoz iizerindeki survivin
etkisi Hepatit B etkilesen protein (HBXIP), Smac / diablo, AIF yolagi, HSP90, c-
IAP-1 HER-2 / EGF leptin / Stat3 ve progesteron / P53’{in etkilesim ve igbirligi ile
kaspaz-bagimsiz bir bigimde de olabilir (Lv vd., 2010).
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SMAC/Diablo mekanizmasi, mitokondriden apoptoz sirasinda Sitokrom-c ile
birlikte salinan proapoptotik bir molekiiliin inaktivasyonudur. SMAC/Diablo,
IAP’lere baglanarak onlarin kaspazlar1 baskilayici etkisini engeller. Teorik olarak
Survivin SMAC/Diablo’ya baglanir ve SMAC/Diablo ile baglanan Survivin diger
[AP’leri bu proteinin inhibitor etkisinden korur ve béylelikle kaspaz siipresyonu
devam ederek apoptoz bloke olur (Oto, 2005).

Survivin’nin p53 iligkili apoptozda énemli rol oynadigina ve p53’iin direkt ve
indirekt yoldan survivin transkripsiyonunu bloke ettigine dair kanitlar vardir. Tersine
de survivin agir1 ifadesi p53 bagimli apoptozu inhibe eder (Oto, 2005).

Survivin’in kaspaz 9 ile baglanmasi igin theronin-34 rezidiilerinden fosforile
olmasi gerekmektedir ve bunu saglayan da p34cdc2-cyclin Bl olarak adlandirilan
kinazdir. Survivinin apoptozu in vivo ve in vitro kosullarda bloke ettigine dair 3
farkli deneysel kanit vardir. ilki Rekombinant olarak Survivin ifade eden hiicre
dizileri apoptotik sinyallere direnglidir, ikincisi transgenik hayvanlar kullanilarak
Survivinin anti-apoptotik etkisi in vivo kosullarda gosterilmistir. Transgenik olarak
epidermal keratinositleri de survivin ifade ettirilen farelerde, bu hiicrelerin ultraviole-
B tarafindan indiiklenen apoptoz direngli olduklar1 gosterilmistir. Son olarak survivin
yolaginin inhibisyonu spontan kaspaz aktivasyonu ve apoptozla sonuglanmasidir. Bu
durum survivin dominant negatif mutantlarda ya da survivin anti sens
oligoniikleotidler kullanilarak in vitro ve hayvan deneylerinde gosterilmistir (Oto,
2005).

1.3.2.Mitozda Promotor olarak Survivin

Survivin ayni zamanda mikrotiiblil dinamiklerinin diizenlenmesinde de
onemli rol oynar ve promotor bolgesindeki polimorfizmleri genin transkripsiyonuna
etki ettigi i¢in gen aktivitesini ve ifadesini degistirerek meme kanserine yatkinlik
saglayabilir (Aynaci vd., 2012).

Survivin hiicre dongiisiinde G2/M fazinda ¢ok miktarda ifade olur ve G1
fazinda hizli bir regiilasyon sergiler. Bu durum transkripsiyonel basamakta kontrol
edilerek hiicre dongiisiine bagli elementler ve hiicre dongiisii homoloji bolgeleri

survivin promotoriiniin proksimal bolgesinde lokalize olur (Aynaci vd., 2012).
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Tiim bu spontan gelisen apoptoza ek, kanser hiicrelerinde Survivin’in
baskilanmasi normalden fazla sayida sentromer, sitokinezin basarilmasi, multipolar
mitotik ipliklerin ve ¢ok sayida hiicrelerin olusumu ile karakterize olan anormal
mitozun gerceklesmesine neden olur (Erdz vd., 2015).

Survivin’in gelisimsel olarak mitozdaki rolii 6nemli bir yer tutmaktadir.
Aslinda, Survivin’in IAP proteinlerden farkli olarak, sitokinez safhasinda olmayip,
hiicre boliinmesinin daha erken safhalarinda rol aldigi gosterilmistir. Survivin’in
mikrotubiillerde baskin bir yer tutmasina bagh olarak, antikorlarin Survivin’i
hedeflenmesi, ig ipliklerinin olusumu ve anormal metafaz gelisimi ile hayati
bozukluklar meydana gelmistir. Bu kardes kromatidlerin erken ayrilmasi ve
mikrotubul  inhibitorlerine cevapta ig denetim noktast aktivasyonunda
diizenlemesinde bozukluga sebep olur. interfaz boyunca Survivin epigenetik olarak
ubikitinasyona ugrayarak parcalanip proteozoma bagli yikilir ve bu ifade hiicre
siklusunun periyodik olarak diizenlenmesine de katki saglar (Eroz vd., 2015).

Mevcut kanitlar survivin'in mitotik progresyonu diizenlenmesinde de rol
oynadigin1 gostermektedir. Bazi kanser hiicrelerinde survivin inhibisyonu apoptoz
tizerinde Olciilebilir bir etkisi olmadan, kromozom segresyonu, sitokinez ve sonug
olarak hiicre bolinmesinde defektler olusturur(34). Survivin’in mitotik ig tubulleri
ile olan etkilesimi, kaspaz-3 aktivitesi artisina ve buna bagli olarak hizlandirilmis

apoptotik hiicre olumune de yol agar (Er6z vd., 2015).

1.3.3. Anjiyogenezde Survivin

Apoptoz ve mitozda katilimina ek olarak, survivin'in anjiyojenezde de rol
oynadigimi destekleyen kanitlar artmaktadir. Survivin-spesifik siRNA, antisens
oligontikleotit (ASODN) veya fosforilasyon defektli survivin formu gen kodlanmasi
ile endotel hiicrelerinin transfeksiyonu; tiimor anjiyogenezi sirasinda vaskiiler
regresyon ile sonuglanir. Olumsuz olarak, survivin'in ifadesi (MRNA ve proteinin her
ikisi de), VEGF ve bFGF gibi anjiyojenik faktorlere maruz kaldiktan sonra
kiiltirlenmis vaskiiler endotel hiicrelerinde artmustir (Lv vd., 2010).

Timorler ¢cok sayida anjiyogenik faktor (Fibroblast biiyiime faktorii-bFGF ve
vaskiiler endotel biiyiime faktorii-VEGF gibi) salgilar ve bunlarin ¢ogu komsu kiiciik

damarlara difiize olarak endotel hiicreleri tizerindeki reseptorlerine baglanarak yeni
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damar olusumu ile sonuglanacak olaylar dizisini aktive ederler (Sekil 1.4.) (Baydin
vd., 2013).

Survivin'i anjiyojeneze tesvik eden mekanizma, endotel hiicrelerinin canliligi
ve sitoproteksiyonu i¢in gerekli olabilecek mikrotiibiil yap1 biitiinliigiinii koruma ve

endotel hiicrelerde apoptozu inhibe etme kabiliyetine atfedilebilir (Lv vd., 2010).

Endotel Hicre Timor Hicrest
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Sekil-1.4Anjiyojenezde Survivin / VEGF baglantis1. Survivini asir1 ifade eden tiimér hiicreleri B-katenin

bagimli bir sekilde VEGF sentez / salinimini indiikler. Serbest VEGF ¢ogu komsu kiigiik damarlara difiize olarak endotel
hiicreleri lizerindeki reseptorlerine baglanir ve anjiyogeneze tesvik eder. Alternatif olarak, cok az endotel hiicreleri ile
timorlerde  survivin  ile  indiiklenen @VEGF sentez / salmm, vaskiilojenik-taklitcilige tesvik  edebilir.

http://molecularcancer.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12943-015-0467-1

1.3.4.Survivin Polimorfizmleri

Survivin, 4,7 kb uzunlugunda olan ve 142 aminoasitlik 16,5kDa agirliginda
proteini kodlayan (Erdz vd., 2015) IAP gen ailesinin en kiigiik tiyesidir (Altieri,
2003). Yapisal olarak, tek bir BIR domaini (Altieri, 2003) ve uzamis —COOH
terminal alfa-helix sarmal bolgesi icerir (Kaya, 2008). Kromozom 17q25 iizerinde
bulunan survivin geni, insanlarda 3 intron ve 4 ekzondan meydana gelir (Eroz vd.,
2015). Yabanil tip survivinin (142 amino asit) yani sira; alternatif bir ekson 2
ilavesiyle (Survivin-2B, 165 amino asit) ya da ekson 3 uzaklastirilmasiyla (Survivin-
AEx -3, 137 amino asit) meydana gelen izoformlariyla ii¢ alternatif transkript
meydana getirir (Altieri, 2003).

Insan genomunda en cok bulunan genetik cesitlilik tipi, tek niikleotit

polimorfizmleridir (SNP) (Ekmekgi vd., 2008). Birden fazla varyant1 (alel) ile, bir
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insan popiilasyonunda yiizde 1'den biiylik bir frekansa sahip olan DNA
polimorfizmlerinin, insan genomu boyunca ortalama her 1000 baz ¢iftinin birinde
olustugu tahmin edilmektedir. Genomik DNA'da polimorfizm insidansi; genetik
degisiklere duyarlilik ve kanser hastalarinda tiimor ilerlemesi riskine bagli olarak
farkli 1rksal gruplar arasinda onemli Ol¢lide degisebilir. Pek ¢ok polimorfizm
fonksiyonel olarak notr olmasina ragmen, bazilar1 gen ifadesinin diizenlenmesini
veya kodlanmis proteinin fonksiyonunu etkileyebilir (Jaiswal vd., 2015).

Survivin ifadesi ve gesitli BIRC5 promotor tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP) arasindaki iliski son zamanlarda gesitli kanser tiirlerinde incelenmistir. BIRCS
promotor SNP’leri, protein ifade seviyelerini degistirebilir, bdylece hastaligin
gelisimini ve ilerleyigini degistirebilir (Hmelja vd., 2011).

Bunlardan en ¢ok bilinen ve de literatirde en fazla calismasi bulunan
CDE/CHR reseptor baglayict bolgede lokalize olan -31G/C gen polimorfizmidir.
Survivin geninin promotdr bolgesindeki bu mutasyon, hiicre dongiisiinden bagimsiz
olarak genin transkripsiyonu ve bunun sonucunda da Survinin’in agir1 ifadesi goriliir
(Aynact vd., 2012).

Survivin gen ifadesinin diizenlenmesi transkripsiyon ve translasyon gibi
cesitli agamalarla kontrol edilmekte ve Survivin geninin promotor bolgesinde yer
alan polimorfizmler, Survivin gen ifadesini ve kontrolunu etkilemektedir (Er6z vd.,
2015).

Bir¢ok caligma son zamanlarda; cesitli timdrlere yatkinlik ile ilgili survivin
geninde sirasiyla exon4 ve 3' UTR’de yer bulunan; 9194A / G (rs2071214) ve
9809C / T (rs1042489) gibi promotdr bolgesinde yer alan -31G / C (rs9904341), -
625G/C (rs8073069) ve - 241C / T (rs17878467) de dahil gesitli SNP'lerin potansiyel
iliskisini arastirmaktadir (Wang vd., 2012).

Jaiswal ve arkadaslarimin  yaptigi metaanaliz c¢alismalarinda; Kuzey
Hindistan'da hastane orjinli yapilan bir ¢alismada, survivin -31 G/C’de CC genotipi
sahip bireyler mesane kanseri i¢in yiiksek risk tagidigini gostermistir (Jaiswal vd.,
2015).

Gazouli ve arkadaglarinin yaptigi kolorektal kanseri ile ilgili bir ¢alismada
survivin -31C aleli ve CC genotip frekanslarmin saglikli bireylere gore kolorektal
kanserli hastalarda anlamli olarak daha yiliksek oldugunu gosterilmistir. Survivin
-31G/C varyant CC genotipi, -31G/G ve -31G/C genotipi ile olgulara kiyasla 1,6 kat
daha yiiksek mRNA diizeylerini ifade edilmistir (Gazouli vd., 2009).
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Weng ve arkadaslarinin oral kanserlerle ilgili Tayvan popiilasyonunda yaptigi
bir ¢alismada; yabanil tip genotipe kiyasla, -31 GG, 9194 GG, ve 9809 TT
homozigot survivin gen varyantlari ile oral kanser arasinda anlamli olarak yiiksek bir

iliski rapor edilmistir (Weng vd., 2012).

1.3.5. Survivin ve Kanser

1.3.5.1. Kanserin Molekiiler Tamisinda Survivin’in Onemi

Retrospektif ¢alismalarda, Survivin geni ifadesi olan hastalarda, hastaligin
ilerlemesinin olumsuz belirtegleri, artmis tekrarlanma hizi ve tedaviye artmis direng
ile baglantili olarak kisalmis yasam siiresi gosterilmistir. Yapilan calismalardan,
Survivin ifadesinin bcl-2 veya diisiik apoptotik indeksle ile iliskili oldugu
bilinmektedir (Aslan vd., 2007). Bundan dolayi, Survivin proteinin immuno
histokimyasal veya RT-PCR araciligiyla tiimor orneklerinde saptanmasi, agresif
davranig  sergileyebilecek olan hastaligin erken diizeyde bir gostergesi
olabileceginden, daha ayrintili takip protokolleri ya da alternatif tedavi rejimlerinin
gelistirilmesinede olanak saglayabilir.

Kanser tanisinda Survivin kullanimi igin baska bir hipotez de, hastalarda
Survivin’in ifadesine karst potansiyel immiin yanit degerlendirmesini igerir.
Tilimorlerde secici bir sekilde ifade edilmesinden dolay1, kanser hastalar1 Survivin’i
yabanct bir protein gibi taniyarak immiin yanmit baglatabilir. Survivin’e karsi
potansiyel bir immiin cevap olarak olusturulmus olan antikorlarin varhigi,
gastrointestinal ve akciger kanserli hastalarda gosterilmesine ragmen, saglikli
goniillii bireylerde bu cevap gosterilmemis olmasi kanserin molekiiler tanisinda
survivin’in 6nemini destekler niteliktedir (Eroz vd., 2015).

Survivin’in asir1 ifade edilmesi, mitoz aracilifiyla hucre cogalmasini
zorlamak icin G2/M fazindaki kontrol noktasiin tstesinden gelebilecek kadar
onkogenik potansiyele sahiptir ve neoplastik klonlarin gelismesini baslatabilir (Hui
vd., 2013). Baz1 ¢aligmalar, Survivin’in asir1 ifadesinin karaciger, kolorektal, meme,
akciger, 6zofagus ve mide kanserlerinde oldugu gibi daha kétii klinik durumlarla da
iligkili oldugu bildirilmistir.

Survivin geninin belirgin olarak akciger, mide, meme, yemek borusu,

yumusak doku, kolon ve rektum kanserlerini de igeren g¢esitli tiimorlerde ifadesi
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tespit edilmistir. Survivin ifadesi ¢esitli solid tiimorlerde ve neoplazilerde
calistlmigtir. Bu Survivin’in malignant tiimor ¢alismalarin ¢ogunda prognostik bir
belirteg olarak gelecekteki kanser tedavisinde umut verici bir gen oldugu

bulunmustur (Er6z vd., 2015).

1.3.5.2. Survivinin Kanserdeki Ayiric1 ifadesi

Survivin’in en 6nemli 6zelliklerinden biri de kanserdeki ayirt edici ifadesidir.
Erigkin normal dokulardan timusta, diisiik seviyelerde CD34+kemik iliginden
tiretilen kok hiicrelerde ve kolon bazal epitelinde Survivin ifadesi rapor edilmistir.
Genom kapsamli aragtirmalarda, Survivin kolon, akciger, beyin, meme kanserlerinde
ifade olan fakat ayni organlarin normal dokularinda belirlenemeyen veya ¢ok az
miktarlarda bulunan, en iist dordiincii “transkriptom” olarak tanimlanmistir (Eréz
vd., 2015).

Ayrica son zamanlarda Survivin gen ifadesinin in vitro ve in vivo olarak
gosterilen ¢alismalarda elde edilen tiim veriler Survivin gen ifadesinin kanserde
genel anlamda diizenlenmesinin bozuldugunu, sadece mitozda degil, tim hucre
dongiisii fazlarinda da ayni sekilde arttigini 6ne stirmektedir (Eréz vd., 2015).

Ayni zamanda, son dénemlerde Survivin p53 tarafindan baskilanabilen hedef
genlerden bir tanesi olarak tarif edilmistir. Survivin gen transkripsiyonunun p53’i
baskiladigi direkt veya indirekt mekanizmasi hesaba katilmadan, Survivin ifadesi
kuvvetle p53-bagimli apoptozu etkisiz hale getirdigi bilinmektedir. Kanserde en
yaygin genetik anormalliklerden bir tanesi p53 kaybi olup, bu c¢aligmalar farkli
bircok tiimor cesitinde, Survivin’in asir1 ifadesinin nedenini aciklamada potansiyel

bir hipotez olustururlar (Er6z vd., 2015).

1.3.5.3.Meme Kanseri Tan1 ve Tespitinde Survivin’in Rolii

Survivinin selektif olarak malign dokularda ifade edilmesi ve apoptozu inhibe
etmesi, hiicre bdliinmesine tesvik etmesi ve anjiyogenez gelistirmesi, viicut
stvilarinda tani ve algilama igin ideal bir tiimor belitegi olarak ise yarayabilir (Lv vd.,
2010). Boyle bir ¢alisma Yie ve arkadaslar tarafindan periferik kanda meme kanseri
hiicrelerindeki survivin ifadesi RT-PCR ELISA teknigi ile gerceklestirildi. Alinan

periferal kan numunelerinde, 67 meme kanseri hastasinin: 34 (% 50.7)’{linlin kanser
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hiicrelerinde survivin ifadesi saptanmis ancak saglikli kadin kontrollerde
saptanmamustir (Yie vd., 2006).

Meme kanseri hiicrelerindeki survivin ifadesinin  varliginin, damar
infiltrasyonu, histolojik grade, tiimér boyutu, lenf nodu tutulumu, ER / PR durumu,
Her-2 ifadesini ve hastaligin klinik asamalar1 gibi ¢esitli klinikopatolojik
parametrelerle anlamli bir iliskisi oldugu bulunmustur.

Survivin mRNA ifade eden kanser hiicrelerinin metastaz ve meme kanseri
tekrarim1 tahmin etmek i¢in Chen ve arkadaslari tarafindan, bir membran array
teknigi kullanilarak kombine bir sekilde gen ekspresyonu incelenmistir. Ve sonug
olarak Survivin, meme kanseri Tayvanli kadinlarin kaninda dolasan tiiméor hiicrelerde
tespit edilen dort belirteg genden biri olarak gdsterilmistir. Bu sonuglar, Survivin de
dahil olmak {izere tiimor boyutu, histolojik derecesi, lenf nodu metastazi1 ve TNM
asamasinda bu genlerin pozitif tespiti ile anlamli bir korelasyon oldugunu ortaya
koymaktadir (Chen vd., 2006). Guney N meme kanseri ve bilinen prognostik
parametreler ve tedavi ile iliskileri olan hastalarda survivin serum ve idrar
seviyelerini arastirmak i¢in bir ¢alisma yiiriitmiistiir. Bu sonuglar, serum survivin
diizeyi meme kanseri hastalarinin lenf diiglimlerinde metastaz tespit etmek igin
duyarli bir belirteg olabilecegini diisiindiirmektedir (Giiney vd., 2006).

Daha yakin zamanlarda, Cin'den bir aragtirma, survivin veya diger iliskili
genlerin tespiti, meme kanseri i¢in 6onemli bir tani testi ve distantt metastazlarinin
ortaya ¢ikmadan once agresif timor davraniginin erken biyobelirtegi olarak hizmet
edebilecegi tartisilmistir. Coklu belirteg deneyleri, anlamli tek belirtec testleri ile
karsilagtirildiginda; heterojen tiimor hiicrelerinin tespit duyarliligini artirabilir. Daha
fazla klinik ¢aligmalar, daha ¢ok ikna edici kanitlar saglamak igin gereklidir (Lv vd.,
2010).

1.3.5.4.Survivin ve Meme Kanseri Prognozu

Gilinlimiizde, Survivin proteinin ifade diizeyinin tespit edilmesi ¢esitli insan
tiimorlerinin tanisinda yeni bir prognostik faktor olarak kullanilmaktadir. Tiimorlerde
Survivin geninin yiiksek miktarlardaki ifadesi kétii prognozuyla iliskili bulunmustur.
Apoptotik mekanizmalardaki bozukluklarda, kemoterapi ve radyasyona direngte
onemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle, Survivin’in yetiskin dokularindaki agirlikli

olarak tiimore 6zgii eksprese edilmesi sebebiyle tanisal bir belirtec olabilmesi ve
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potansiyel ilag hedefi olarak kullanilabilmesi i¢in biiyiik bir ilgi vardir (Eréz vd.,
2015).

Meme kanseri ile iligkili baslica prognostik faktorler; lenf nodu tutulumu,
tiimor boyutu, histolojik derece ve hormon reseptdr durumudur. Bununla birlikte,
ayni evredeki tiimdrler farkli bir sekilde davranabilir ve prognozu farklilik
gosterebilir. Niiksetme olasiligini 6nceden tahmin etme ve tedaviden fayda
gorebilecek hastalar1 belirleyecek biyomarkerlart bulmak olduk¢a Onemlidir.
Boylelikle, diisiik riskli hastalar gereksiz tedaviden kurtulabilir, yan etkilerden
kaginilir ve tedavi maliyetleri azaltilabilir. Ayrica, yiiksek riskli hastalar kisa siirede
tespit edilebilir ve daha agresif tedavi uygulanabilir (Lv vd., 2010).

Son zamanlarda, insan meme kanserlerinin yiiksek survivin ekspresyonu RT-
PZR tenigi kullanilarak saptanmistir. Pek ¢ok calisma, prognostik bir molekiil olarak
survivin olasiligim degerlendirmek igin gergeklestirilmistir. Ornegin, meme Kanseri
olan 275 hasta {lizerinde yapilan bir ¢aligmada, survivin mRNA geng hastalarin (<50)
dokularinda ve yiiksek dereceli kanser dokularinda yiliksek diizeyde eksprese
edilmistir.

Bir¢ok caligsma, bazi kanser dnleyici ilaglarin survivin ekspresyonunu inhibe
ederek islev olabilecegini gostermistir ve survivin asiri ekspresyonunun adriamisin,
sisplatin ve taksol de dahil olmak {izere ¢esitli ilaclara kemoterapi direnciyle iliskili
bulunmustur. Benzer sonuglar, meme kanserinin tedavisinde kullanilan prodigiosin,
flavopiridol, resveratrol, 3,3V-diindolylmethane ve Kalsiyum algilama(sensing)
reseptOriinlin olasi roliinii arastirildiginda da elde edilmistir.

Ayrica, hem PI-3K / Akt2 sinyal yolagi ve hem leptin / STAT3 yolag
aktivasyonununda meme kanseri hiicrelerinde dosetaksele karst direngte rol
oynamaktadir. Daha yakin zamanda, Lu ve digerleri Her-2 asir1 ekspresyon
mekanizmasinda meme kanseri hiicrelerinin taxole diren¢ kazanmasi survivinin

upregiilasyonu yoluyla oldugunu bulmustur (Lv vd., 2010).
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2.AMAC

Meme kanseri, tiim insanlarda akciger kanserinden sonra ikinci sirada olup,
gerek gelismis gerekse gelismekte olan iilkelerin birgogunda en sik goriilen kadin
kanseridir. Kadinlarda kansere bagli 6liim nedenlerin baginda gelmektedir (Ozmen
vd., 2009). Meme kanseri, demografik 6zellikler (cinsiyet, yas, irk gibi), reprodiktif
Oykii (menars yasi, dogum yapma ve sayisi, menapoz yasi, laktasyon, vb.),
Ailesel/genetik faktorler (aile Oykiisii, bilinen veya siiphe edilen BRCA1/2, p53,
PTEN, vb.), ¢evresel faktorler (sigara ve alkol kullanimi, sosyoekonomik diizey, vb.)
ve diger faktorlerle de (Kisisel meme kanseri dykiisi, atipik hiperplazi veya lobiiler
karsinoma in situ, dens meme yapisi, vb.) yiikksek oranda iliskilidir (Kogak vd.,
2011).

Survivin (BIRC5), apoptozu diizenleyen onemli bir protein ailesi olan
IAPs’de bulunan ilk inhibitorlerden biridir ve 6zellikle normal dokuya oranla kanser
hiicrelerinde belirgin bir sekilde artan ekspresyonu mevcuttur (Eréz vd., 2015).
Survivin proteininin apoptozu inhibe edip, hiicre proliferasyonunu arttirarak timor
olusumunu ve ilerlemesini sagladigi diisiiniilmektedir (Yamak vd., 2012). Survivin
geni polimorfik bir gendir ve dolayisiyla survivin geninde gériilen polimorfizmlere
bagli olarak kansere yatkinlik bireysel farklilik gdsterebilir.

Bu tez kapsaminda, meme kanseri hastalarinda ve saglikli bireylerde Survivin
geni (rs9904341) -31 G/C polimorfizminin incelenmesi ve Tiirk populasyonunda bu
polimorfizmin meme kanserine yatkinligi nasil etkiledigi ve meme kanserinin
klinikopatolojik ~ ozelliklerine bir etkisinin  olup olmadiginin  belirlenmesi

amaclanmustir.
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3.MATERYAL

3.1. Arastirmada Kullamlan Ornekler

Bu arastirmada kullanilan meme kanseri hastasi ve kontrol grubuna ait DNA
ornekleri Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisinden temin
edilmistir. Hastalara uygulanan anket ile hastalarin cinsiyet, yas, timor evresi ve
derecesi, metastaz, menopoz durumu, alkol ve sigara i¢imi ile ilgili bilgiler
edinilmistir.Bu aragtirmaya, ¢alisma hakkinda bilgilendirilmis ve onay1 alinmis 72'si

hasta ve 74'i kontrol olmak tizere toplam 146 kisi dahil edilmistir.

3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu icin Gerekli Enzim ve Kimyasallar

e 10X MgCl;’stiz Tampon: 25 mM (NHy4),SO4
750 mM Tris-HCI, (pH 8.8)
% 0.1 Tween 20,
(Fermentas, LITVANYA)

e MgCl;: dH,0’da 25 mM
(Fermentas, LITVANYA)

e Deoksiriboniikleotidler (ANTP): 10 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP
(Fermentas, LITVANYA)

e Taq DNA Polimeraz : 5 U/ uL, 500 U- Rekombinant Tag DNA
Polimeraz (Fermentas, LITVANYA)
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3.2.1. Oligoniikleotid Primerler

Tablo 3.1. Oligoniikleotid Primerler

SURV-31F 5'AAGAGGGCGTGCGCTCCCGACA -3'

SURV-31R 5-GAGATGCGGGTGGTCCTTGAGAAA-3'

3.3. Restriksiyon Enzimleri ve Reaksiyon Tamponlari

e Mspl: 20,000 U /ml
(New England BioLabs, ABD)

e Reaksiyon Tamponu : 10 X NEB Buffer (pH=7,9 @25°C)
20 mM Tris-asetat
10mM Magnezyum-asetat
50mM Potasyum-asetat
100pg/ml BSA

3.4. Elektroforez icin Kullamlan Tamponlar ve Kimyasallar

0,5X TBE 054 g of Tris-Baz
(Tris-Borik asit-EDTA) 27.5 g of Borik Asit
20mL 0.5 M EDTA
(pH 8.0)
6X DNA Yiikleme Boyasi Bromophenol Mavisi
Xylene Cyanol FF (XCFF)
Etidyum Bromiir (EtBr) 1,5 uL Cy1H20BrNs
Agaroz Jel 0,5 X TBE Tamponunda %2 ve %3'liik
(w/v) agaroz agaroz
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3.5. DNA Biiyiikliik Markorleri

GeneRuler 50 b¢ DNA markérii: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000 baz ciftlik fragmentler iceren DNA markorii (Fermentas,

LITVANYA)

3.6. Cihazlar

Otoklav:

Tarti:

Santrifiijler:

Derin Dondurucular:

Goruntileme Sistemleri:

Yatay Elektroforez Sistemleri:

Is1 Blogu:

Gii¢ Kaynaklari:

Manyetik Karistiricilar:

Buzdolaplari:

Thermo-Cycler:

Su Aritma Sistemi:

Dik Tip Otoklav (BES, TURKIYE)

Hassas Terazi, XB220 A (Presica, ISVICRE)
KERN PCB (Kern-Sohn, ALMANYA)

Centrifuge 5415 R (Eppendorf, ALMANYA)

-20°C, 2021 D (Argelik, TURKIYE)
-20°C, GSD26410NE (Bosch, ALMANYA)

Bio-RAD UniversalHoodll (BIO-RAD, ITALYA)

MultiSub Midi (Cleaver Scientific-INGILTERE)
MiniRapide Cleaver Scientific-(INGILTERE)

DB 2D (Techne, INGILTERE)

EPS 301 (Amersham Pharmacia Biotech, ISVEC)

PowerPac Basic (BIO-RAD, ITALYA)
MR 3001 (Heidolph, ALMANYA)

Beko 8742, Argelik 3061 Plus (TURKIYE)
Techne TC-512 (INGILTERE)

Millipore Milli Q Synthesis A10 (FRANSA)
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4.METOD

4.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), dizisi bilinen bir DNA bélgesinin in vitro
olarak cogaltilmasin1 saglayan ve DNA molekiiliiniin ¢ok sayida kopyasimi kisa
zamanda yapmaya olanak saglayan bir tekniktir.

Reaksiyonu gerceklestirmek icin gerekli olan reaktifler; kalip olarak
kullanilacak DNA (genomik DNA);cogaltilmak istenen bolgeye 6zgiil bir tek iplikli
sentetik DNA oligoniikleotid ¢ifti (forward ve reverse primer), dort tip
deoksiriboniikleotid trifosfat (ANTPs), DNA polimeraz enzimi (Tag DNA pol) ve
sudur. Ayrica DNA polimeraza ko-faktor gorevi goéren magnezyum iyonlari ve
reaksiyon i¢in uygun kosullar1 saglayan tampon da reaksiyonun gergeklesmesi i¢in
gereklidir.

PCR teknigi, temelde {ic asamadan olugmaktadir.

i) Denatiirasyon: Cift sarmal DNA’nin yiiksek sicaklikta (94°C-96°C)
¢oziilerek (DNA’nin tamamlayici bazlar1 arasindaki hidrojen
baglariin kopmasi) tek sarmal haline gelmesi.

i) Baglanma  (annealing):  Primer  olarak  kullanilan  iki
oligoniikleotidin, tek iplikli hale gelen DNA’ya uygun sicaklikta
(37°C -65°C) o bolgeye 6zgiil olarak baglanmasi.

iii) Uzama (extension): Mg®* iyonlarmin varliginda, 72°C’de ve yiiksek
sicaklifa dayanabilen polimeraz enzimi ile primerlere niikleotid
eklenmesi ve ¢ift iplikli DNA’nin sentezlenmesi.

PZR’nun herbir dongiisii bu basamaklar1 igerir. Her dongii sonunda PCR

tirtinleri iki katina ¢ikar ve bir genin tek kopyasindan milyonlarca kopya yapilabilir.

28



4.2.Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi

Restriksiyon enzimleri DNA’nin belli dizilerini 6zgiil olarak tanir ve keser.
Karsikli olarak iki DNA ipliginin ayni1 noktadan kesilmesi sonucu kiit, farklh
noktalardan kesilmesi sonucunda da yapisik uglu DNA zincirleri olusur.

DNA’da ortaya ¢ikan dizilim degisimleri belli kesim enzimlerine ait yeni
kesim bolgeleri ortaya ¢ikarir veya daha 6nceden var olan kesim bolgeleri kaybolur.
RFLP analizi araciligiyla polimorfizm tespitinde yapilmasi gereken ilk islem uygun
endoniikleazi belirlemektir. Polimorfizme 6zgiil olarak secilecek enzimin polimorfik
bolgeye Ozgiil tanima dizisine sahip olmasi gerekir ve boylelikle genomik DNA
tizerinde tanima dizisine tekabiil eden bolgede meydana gelen niikleotid degisimleri
kesim bolgesi kaybina ya da kazanimina sebep olur.

Arastirilan DNA’nin belli enzimlerle kesilip jelde yiiriitiildiikten sonra
referans DNA’ya gore degerlendirme yapilir ve elde edilen farkli fragman
uzunluklar1 bize bilgi verir. Belirli kesim enzimlerinin kesme noktalarinda ortaya
cikan degisimlerden olusan kesimler, tek niikleotid polimorfizmi (SNP) olarak
bilinir. Bu sebeple RFLP analizi mutasyonlarin ve polimorfizmlerin arastirilmasi ve

genom haritalamasinda kullanilan bir yontemdir.

4.3.Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez teknigi protein ve niikleik asitlerin biiyiklikleri, yiikleri ve
bicimlerindeki farkliliklar g6z Oniine alinarak olusturulmustur. Yiikli molekiiller
elektrik alanina maruz birakildigi zaman, yiiklerinin 6zelliklerine gore pozitif veya
negatif kutuplara dogru yer degistirme egiliminde olurlar. Proteinler net (+) ya da net
() yiiklerine sahiptirler; niikleik asitler ise, sahip olduklari fosfat gruplarindan dolay1
eksi yiikliidiirler ve elektrik alanina maruz birakildiklarinda (+)kutuba (anod) dogru
yer degistirirler. Agaroz, kirmizi bir alg olan Agar Agar’dan izole edilen dogrusal bir

polisakkarit olup, 1s1 ile muamele edildiginde sicak su i¢inde ¢oziiniirken,
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sogutuldugunda ise jelimsi bir sekil alir. Sogutulurken polimerlerindeki hidrojen
baglarinin olusumuyla jel seklini alir.

Klasik molekiiler calismalar i¢in jel hazirlanirken oncelikle kullanilacak
agaroz miktar1 hassas terazi ile tartilir ve kii¢iik bir beher i¢ine konur. Daha sonra
tizerine gerekli miktarda iyonik kuvveti ile pozitif ve negatif elektrodlar arasinda
iletkenligi ve elektrik alanin olusumunu saglayan TBE soliisyonu konularak mikro
dalga firinda ¢6ziinmesi saglanir. Kaynamis halde olan ¢ozeltiye 1,5 mg/ml son
konsantrasyonda EtBr eklenip iyice karistirilir. Son olarak sivi haldeki agaroz jel,
icine kuyucuk olusturmak ftizere taraklar yerlestirilmis tablaya dokdlir. Jel
katilagmasindan (30 dakika-1 saat) sonra hazirlanmis olan jel elektroforez tankina
yerlestirilip tankin igerisine jelin iizerini 1-2 mm gececek sekilde tampon ¢ozeltisi
eklenir. Incelenecek olan PZR firiinii yiikleme tamponu ile kuyucuklara yiiklenir ve
elektroforez baslatilir. Tank bir gii¢ kaynagina baglanir ve tank iginde bulunan
negatif ve pozitif elektrodlar arasinda TBE tamponunun sagladig iletkenlik araciligi
ile bir akim olusmasi saglanir. Jele yiiklenen DNA 6rnekleri de negatif elektrottan
pozitif elektroda dogru hareket ederken boylarina gore ayrilirlar.

Ayrica Orneklerin jele yiiklenmesi sirasinda hem oOrneklerin elektroforez
sirasinda ¢ok ilerleyerek jelden ¢ikmalarini hem de Orneklerin jel iginde
yiiklendikleri kuyucuklardan ¢ikip tanka dagilmasini Onlemek amaciyla islem
sirasinda jel {lizerinde hareketi gdzlemlenebilen yiikleme boyasi kullanilir. Bu
maksatla ornekler jele yiiklenmeden once 10ul ornek igin yaklasik 2ul yiikleme
boyasi ile karistirilir. Yiikleme boyasi ile karigtirilan 6rnekler, jelin dokiildigi ve
soguyarak polimerize oldugu kaba Onceden yerlestirilmis taraklarin polimerizasyon
sonrast jelden ¢ikarilmasin sonucu olusan kuyucuklara yiiklenir. Yiiklenen
orneklerde optimum ayrim i¢in jele 5V/cm gerilim uygulanmasi gerekir.

Bu arastirmada izole edilen DNA oOrneklerinin PZR dirlinleri %?2'lik,

restriksiyon iirtinleri ise %3'liik jel kullanilarak analiz edilmistir.

4.4 Meme Kanserinin Molekiiler Analizi

Bu arastirmada Survivin geni iizerindeki -31 G/C tek niikleotid
polimorfizminin meme kanserine yatkinlik olusturmadaki rolleri PZR-Restriksiyon

uzunluk polimorfizmi metodu kullanilarak incelenmistir. Ilgili bolgeye o6zgiin
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primerler kullanilarak belirtilen sartlarda PZR reaksiyonlari hazirlanmistir (Tablo
3.1., Tablo 4.1., Tablo 4.2.).

Tablo 4.1. PZR Reaksiyonlarinin igerikleri

10X Tampon 2,5 ul
10mM dNTP(mM) 2,0 ul
25mM MgCl, 2,5 ul
Primerler (pmol/ pl) 1,0 ul
Tag. polimeraz 5U/ ul 0,2 ul
DNA 0,5-1,0 pl (50-100ng)

Tablo 4.2. PZR dongii kosullari

Polimorfizm -31 G/C (rs9904341)

Sicakhik Siire

Baslangi¢ Denatiirasyonu 94°C 5 dk.

Denatiirasyon 94°C 30 sn.

Baglanma 64°C 30 sn.

Uzama 72°C 45 sn.

Son Uzama 72°C 5dk.

Dongii Sayisi: 30

Polimeraz zincir reaksiyonunun ardindan PZR iiriinleri, reaksiyonun kontrolii
amaciyla iirtinden 10 pl alinarak, 2 pl yiikleme boyasi ile beraber %2'lik agaroz jele
yiiklenmis ve jelde 50 bg biiyiikliik markoérii ile beraber 120V'da 20dk boyunca
yiiriitiilmiistlir. PZR triinlerinin agaroz jel ile kontrolii sonrasi her PZR iiriiniinden 10
pl alinarak kurulan restriksiyon reaksiyonlar1 37°C'de 15 dakika restriksiyon enzim
kesimine tabi tutulmuslardir.

Kesim sonrasi olusan restriksiyon iiriinlerinin uzunluklari, her {iriinden 10 pl
ve 2 ul yiikkleme boyasi ile beraber %3'liilk agaroz jele yiiklenerek jelde 50bg
biiyiikliik markdrii ile beraber 120V'da 30dk boyunca yiiriitiilmeleri ile belirlenmistir.

Jelde goriintiilenen bantlara gore her 6rnek icin genotipler belirlenmistir (Tablo 4.3.).
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Tablo 4.3.Restriksiyon iiriinlerinin uzunluklar

Kesim enzimi / Polimorfik Yabanil Tip Heterozigot (bg)
Polimorfizm Homozigot (bg) Homozigot (bg)
Msp-1/rs9904341 | 90,61 (C/C) 151 (G/G) 151,90,61 (G/C)

Ayrica rastgele secilen orneklerde PCR-RFLP ile belirlenen genotiplerin
teyidi amaciyla yapilan dizi analizi islemi Sanger metodu kullanilarak fontek A.S

tarafindan gergeklestirilmistir.

4.5.Meme Kanserinin istatiksel Analizi

Her hasta ve kontrol 6rneginin genotipi restriksiyon sonrasi gergeklestirilen
jel elektroforezi ile bant boylarina gore belirlendikten sonra elde edilen veriler
istatistiksel olarak meme kanserine yatkinlik acisindan degerlendirilmistir.

Kontrol grubunda genotipik dagilimm uygunlugu Hardy-Weinberg testi ile
kontrol edilmistir. Hasta ve kontrol grubu arasinda genotipik dagilimdaki farkliligin
analizi i¢in genotipik, alelik, dominant ve resesif modeller olusturulmus ve lojistik
regresyon ile incelenmistir. Hasta grubunda metastatik durum, timor evresi ve
histolojisi gibi diger kategorik gruplandirmalara gore genotipik dagilim farkliligi da
ayni siire¢ takip edilerek analiz edilmistir. Ayrica ikili kategorik karsilastirmalar i¢in
Armitage Trend testi ile genel oranlar orani ve p degeri hesaplanmistir. Timor
boyutu ve genotip dagilimlari arasindaki iligkiyi incelemek amaciyla ilk olarak timor
boyutlarinin genotipik, dominant ve resesif modellerde normal dagilim gdsterip
gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile incelenmistir. Test sonucglarina gére normal
dagilim gozlemlendigi icin (p<0,05) genotipik gruplama icin ANOVA, dominant ve
resesif gruplama iginse t testi analizi kullanilmigtir. Tiim p degerleri iki kuyrukludur
ve p degeri anlamlilik sinir1 0,05 kabul edilmistir. Tiim istatistiksel analizler i¢in

SPSS yaziliminin 20. versiyonu kullanilmistir.
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5. SONUCLAR

5.1. Orneklerin Tanimi

Bu calismaya 85°1 hasta, 80’1 kontrol olmak {izere toplam 165 hastadan; 72°si
hasta ve 74'i kontrol olmak iizere toplam 146 kadmn birey dahil edilmistir. Genotip
bilgileri ¢aligmaya dahil edilen hastalarin, hasta bilgi formu ile saglanan hastalik
evresi, timor derecesi ve niiks bilgileri de kayit edilmistir.

Hasta bireylerin yaslar1 25-89 arasinda olup, yas ortalamalar1 ise 51,40 yastir.
Hastalarin % 40,27'si sigara icerken %59,73" sigara igmemektedir (Tablo 5.1.).
Hastalarin klinik verilerine gore; %52,77'si menopozda ve hastalarin %69,44'1inde
ER (6strojen reseptoril), %72,22’sinde PR (progesteron reseptorii) ve %19,44’linde
Cerb-B2 pozitiftir. Hastalardan %6,94 {inlin metastazi vardir(Tablo 5.2).

Kontrol grubunundaki saglikli kadin bireylerin yaglar1 21-87 yas arasinda
degismektedir ve yas ortalamalart 47,91 yas olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna

dahil olan bireylerin %26,38’1 sigara igerken %73,62’si igmemektedir.

Tablo 5.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Demografik Verileri

Olgiit Hasta Kontrol
Yas 51,40; SD=10,92 | 47,91; SD=12,06
Sigara Icenler %40,27 29 0026,38 19
Alkol Kullananlar | %1,38 1 %2,7 2

Tablo 5.2. Hastalarin Klinik Verileri

Olgiit Yok Var
Menopoz %47,22 34 %52,77 38
ER %30,55 22 269,44 50
PR %27,77 20 %72,22 52
Cerb-B2 %380,55 58 %19,44 14
Metastaz %93,05 67 %6,94 5
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5.2. -31 G/C Polimorfizminin Molekuler Analizi

Hasta ve kontrol grubuna ait DNA &rneklerinden, incelenen polimorfizmin
bulundugu gen lokusu, boliim 4.1.'de belirtilmis olan kosullarda ger¢eklestirilen PZR
ile cogaltilmigtir. PZR {irinlerinin uzunluklarint ve kalitelerini kontrol etmek
amaciyla, reaksiyonlar %?2'lik agaroz jelde etidyum bromiir boyamasi ile UV 15181
altinda goriintilenmistir. Uygun sekilde c¢ogalan iiriinler Bolim 4.2°te belirtilen
sartlar kullanilarak restriksiyon enzim kesimine tabii tutulmus ve kesim iiriinleri
%?3'liik agaroz jele yiiklendikten sonra 120V'da 20 dakika yiiriitiilerek incelenmistir.
PZR-restriksiyon uzunluk polimorfizmi metodu ile belirlenen genotipler DNA dizi
analizi ile dogrulanmigtir.

rs9904341 polimorfizminin bulundugu gen bolgesi Surv-F ve Surv-R primeri
kullanilarak PZR metodu ile g¢ogaltilmis ve 151 bg’lik PZR diriinii elde
edilmistir(Sekil 5.1.). PZR iirlinleri Msp-| restriksiyon enzimi ile kesilerek %3’liik
agaroz jelde goriintillenmistir (Sekil 5.2.). Msp-lI enzimi, PZR ile ¢ogaltilan
polimorfik bolgeyi 90 bg ve 61 bg'lik iki parcaya ayirmaktadir.

150 bg
100 bg
50 bg

151°

Sekil 5.1. PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi

1517 90’61° 150°90°61° |

150 bg
100 bg

50 bg

Sekil 5.2. Restriksiyon kesimi {iriinlerinin %3' likk agaroz jelde goriintiilenmesi

Restriksiyon iiriinlerinin jelde yiiriitiilmesi sonucu elde edilen kesim

paternleri kullanilarak hasta ve kontrol grubunu olusturan biitiin 6rneklerin genotip
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bilgileri ve genotip frekanslar1 belirlenerek klinik verilere gore de degerlendirilmistir
(Tablo 5.3.-Tablo 5.4.).

Tablo 5.3. Hasta ve Kontrol Grubunda Genotiplerin Dagilim1

Genotip Kontrol Hasta
GG %50,00 37 %53,78 38
GC %37,84 28 %33,33 24
cC %12,16 9 %13,89 10
Toplam 74 72

Tablo 5.4. Hastalarin Genotiplerine gore Klinik Veriler

Oleiit GG GC CcC
Yok Var Yok Var Yok Var
Menopoz 18 20 12 12 4 6
Metastaz 34 4 23 1 10 0
ER 11 27 10 14 1 9
PR 11 27 8 16 1 9
Cerb-B2 29 9 22 2 7 3

PZR-Restriksiyon Uzunluk Polimorfizmi metodu ile genotipi belirlenen
orneklerden rastgele segilen 3 adedi dizi analizine tabii tutulmus ve sonuglar
karsilagtiritlmistir. Dizi analizi sonuglar1 ile PZR-restriksiyon uzunluk polimorfizmi
metodu sonuglari tamamen Ortiismektedir. Sekil 5.3., ve 5.4., sirasiyla homozigot

yabanil tip genotipi (G/G) ve heterozigot genotipi (G/C) gostermektedir.
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Sekil 5.4. Heterozigot (G/C) 6rnek kromatogrami

5.3. -31 G/C Polimorfizminin Meme Kanseri ile Tliskilendirilmesi

Genotip tayini sonrasit genotip frekanslarinin Hardy-Weinberg dengesine
uygunlugu SPSS 20 yazilimi ile test edilmistir. Test sonuglarina gdre kontrol
populasyonu Hardy-Weinberg dengesindedir (p=0.315039) ve genotip frekanslar
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hasta populasyonu ile karsilagtirarak kontrol grubu olarak kullanilmaya uygundur
(Tablo 5.4.).

-31 G/C polimorfizminin meme kanseri ile iligkisinin incelenmesi amaciyla
ilk olarak genotip verilerinden ¢apraz tablolar olusturularak genotiplerin sayilari,
frekanslar1 ve yiizde oranlar1 hasta ve kontrol gruplari igin belirlenmistir (Tablo 5.3.).
Daha sonra genotip verileri, genotipik ve alelik etkilesim acisindan 6nem teskil edip
etmedikleri belirlenmistir. Bu analiz sonucunda -31 G/C polimorfizminin hasta ve
kontrol grubunda genotipik dagilimda goriilen farkliligin istatistiksel agidan anlamsiz

(p=0,61686) oldugu sonucuna varilmistir (Tablo 5.5.).

Tablo 5.5. Hasta ve Kontrol Grubunda Genotipik Dagilimlarin Karsilagtirilmasi

Genotipik

Model Alellik GC cC Dominant Resesif Genel
OR 0,976 0,835 1,082 0,895 1,165 1,005
%95Cl 0,594-1,604 | 0,411-1,695 | 0,395-2,964 | 0,467-1,713 | 0,444-3,059 -
p degeri 0,92254 0,61686 0,87836 0,737 0,757 0,92822

SPSS 20 programi ile gergeklestirilen asosiyasyon testlerinde -31 G/C

farkli dagilim frekansinin

polimorfizminin hasta ve kontrollerde gosterdigi
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir.
Hastalar metastatik durumlarina gore gruplandiginda metastazi olmayan
hastalarin daha ¢ok heterozigot (p=0,37037) ve varyant homozigot genotipe
(p=0,28390) sahip oldugu goriilse de bu farklilik istatistiksel olarak anlamli degildir

(Tablo 5.6.).

Tablo 5.6. Hasta Grubunda Metastatik Duruma gére Genotipik Dagilimlarin

Karsilagtirilmasi
. Genotipik . .
Model Alelik e | cC Dominant Resesif Genel
GG/ GC+CC GG/ GC +CC
OR 0,235 0,370 0,365 0,258 0,851 0,308
%95CI 0,029-1,916 0,039-3,521 | 0,018-7,350 0,027-2,427 0,770-0,940 -
p degeri 0,28840 0,37037 0,28390 0,236 0,352 0,18439

Calisilan hasta grubunun erken (T2) ve ge¢ tiimor (T3-4) evresine gore

genotipik dagilimlarin karsilastirilmasinda da anlamli bir farklilik belirlenememistir

(Tablo 5.7.)
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Tablo 5.7. Hasta Grubunda Tiimor Evresine (Erken vs Geg) gore Genotipik
Dagilimlarin Karsilastirilmasi

Model Alelik GC Genotipik cC Dominant Resesif Genel
OR 0,984 1,957 0,652 1,364 0,512 0,911
%95ClI 0,471-2,058 | 0,632-6,056 | 0,161-2,644 | 0,517-3,594 | 0,133-1,969 -
P degeri 0,96662 0,24083 0,,54801 0,531 0,330 0,96971

Farkli tiimor histolojilerine ve evrelerine sahip hastalarin genotip dagilimlari
analiz edildiginde de benzer bir sonug elde edilmis ve dagilimda anlamli bir farklilik
belirlenememistir (p>0,05) (Tablo 5.8.).

Tablo 5.8. Tumor Histolojisine goére Genotipik Dagilimlarin Kargilastirilmasi

Alelik Dominant
Histoloji
OR %95CI p degeri | OR %95ClI p degeri
1 Referans Referans
2 1,680 | 0,598-4,723 | 0,325 | 1,653 | 0,338-8,083 0,535
3 1,614 | 0,533-4,891 | 0,397 | 2,480 | 0,419-14,666 0,317
4 0,554 | 0,072-4,261 | 0,571 | 0,620 | 0,053-7,240 0,703

Histolojik gruplamaya gore genotip basina diisen 6rnek sayis1 yeteriz oldugundan genotipik, resesif ve

genel model kullanilmamustir.

Ayn1 zamanda genotip dagilimlarina gore tlimor boyutlar: incelendiginde de

gruplar arasinda 6nemli bir farklilik goriilmemistir (p>0,05) (Tablo 5.9.).

Tablo 5.9. Genotip dagilimlarina gore timor boyutlari

Grup Genotipik Dominant Resesif
Genotip GG | GC | CC | GG |GC+CC | CC GG+ GC
Ortalama Tiimér Boyutu (cm) | 3,02 | 3,08 | 2,97 | 3,02 3,025 2,97 3,05
p degeri 0,988 0,951 0,919
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6. TARTISMA

Hiicre ve dokularin gelisimi ve homeostazinin saglanmasinda hayati bir 6nem
tasiyan (Kafadar, 2009) apoptoz, (programli hiicre 6liimii) karsinogenez ile kuvvetli
korelasyon gosterir (Kosova vd., 2011).

Apoptozun mekanizmasi tam olarak a¢iklanamamasina ragmen, apoptozis ile
baglant1 kurulan en énemli olay kaspazlarin aktivasyonudur. Bir kaspaz inhibitorleri
ailesi olan IAP kaspazlari selektif olarak inhibe ederek apoptotik mekanizmay1
durdururlar. Bu inhibitorler birgok malign hiicre tarafindan eksprese edilmektedirler
(Kosova vd., 2011).

IAP ailesinin inhibitor {iyelerinden survivin, yeni bir antiapoptotik onko-fetal
proteindir. Apoptozu baskilayan ve hiicre boliinmesini diizenleyen ¢ift fonksiyonlu
bir protein olan survivinin en 6nemli Ozelliklerinden biri kanser dokularina goére
normal dokularla karsilastirildiginda farkli ekspresyonlarinin var olmasidir (Kafadar,
2009). Survivin, embriyonik yasamda ve bir¢ok tiimorde yiiksek diizeyde eksprese
olmasina ragmen maturasyonunu tamamlamis dokularda eksprese olmaz. Ancak son
arastirmalarda timus, CD34 (+) hemopoetik kok hiicrelerde, deri, endometrium,
endotelyal hiicreler, normal kan hiicreleri, pankreas, dalak, kolon gibi normal
dokularda diisiik survivin ekspresyonu gosterilmistir (Oto, 2005).

Survivin aym1 zamanda hiicre béliinmesini, mitoz bdliinmede mitotik ig
ipliklerinde tiibilinle etkileserek diizenler. Hiicre siklusunun G2-M fazinda yiiksek
oranda ifade edilerek (Babat, 2014) apoptozun diizenini bozmak, anormal hiicrenin
yasamasini tesvik etmek yoluyla tiimor hiicrelerine anlamli bir avantaj sagladig
diistiniiliir (Kafadar, 2009).

Survivinin sahip oldugu bu fonksiyonlarin tiimér olusumu ve biiylimesinde
avantaj sagladig1 ve survivin diizeyi artmasinin tiimorler i¢in negatif bir prognostik

faktor oldugu one siiriilmektedir. Survivinin biyolojik sivilarda mesane kanserli
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hastalarin idrarinda tespit edilebildigi bildirilmistir. Tim bunlara ek olarak kanser
hastalariin  kaninda dolasan anti-survivin anikorlar1 da teshis amaciyla
kullanilabilmektedir (Kafadar, 2009).

Bu arastirmada meme tiimorlii kadin hastalara ait DNA 6rneklerinde Survivin
promotdr -31 G/C gen polimorfizmi incelenmis ve sonug olarak bu gen polimorfzmi
ile meme kanseri riski iliskisinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir
(p=0,61686). Kontrol grubunda genotip dagiliminin Hardy-Weinberg dengesinde
oldugu belirlenmistir (p>0,05). Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda genotipik dagilim
hi¢ bir modele gore anlamli bir farklilik gostermemektedir. Hastalar metastatik
durumlarina gore gruplandiginda metastazi olmayan hastalarin daha ¢ok heterozigot
ve varyant homozigot genotipe sahip oldugu goriilse de bu farklilik istatistiksel
olarak anlamli degildir. Farkli timér histolojilerine ve evrelerine sahip hastalarin
genotip dagilimlar analiz edildiginde de benzer bir sonug elde edilmis ve dagilimda
anlaml bir farklilik belirlenememistir. Ayni1 sekilde genotip dagilimlarina gore tiimor
boyutlar1 incelendiginde de gruplar arasinda 6nemli bir farklilik goriilmemistir.

Survivin polimorfizmlerinin kanserle olan iliskisiyle ilgili ¢alismalar daha 6nce
gerceklestirilmis ancak meme kanseri ile iligkisiyle ilgili Tirkiye’de Survivin
geninde -31 G/C polimorfizmi ve meme kanseri baglantis1 arastirilmis tek bir ¢alisma

vardir.

Goksel ve arkadaslar1 (2007), erken evre meme kanserli hastalarda Her-2/Neu
ve Survivin diizeylerini aragtirmis, meme kanserli hastalar ile kontrol grubu arasinda
serumdaki Her2/Neu ve Survivin seviyesi i¢in bir farklilik bulamamislardir (Goksel
vd., 2007).

Apoptoz’un inhibisyonunda rol oynayan survivin’in degisik tiimorlerde arttig
saptanmigtir (Giiler vd., 2006). Shariat ve arkadaslar1 tarafindan mesane kanserli
hastalarda idrar survivin diizeyleri incelemmis, duyarhilik, 6zgiilliik, (+) 6ngoriisel
deger ve (-) ongoriisel degerleri sirasiyla %64, %93, %92, ve %67 bulmuslardir.
Yiiksek idrar survivin diizeylerinin, artmig mesane kanseri riski ve daha ileri
histolojik dereceyle iliskili oldugu saptanmistir (Shariat vd., 2004).

Jang ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan bir ¢caligmada, -31 G alelinin -31
C aleline gore onemli derecede diisiik transkripsiyonel aktiveye sahip oldugu ve buna
bagli olarak -31G/C polimorfizminin akciger kanserine yatkinlikta dnemli bir rolii

oldugu belirtilmektedir (Jang vd., 2008).
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Bayram ve arkadaglart (2011) Turk populasyonunda, Survivin geninin
-31G>C polimorfizmi ile hepatoseluler kanseri arasindaki iligkiyi arastirmiglar ve
hasta grup ile saglikli grup arasinda anlamli bir farklilik bulamamislardir (Bayram
vd., 2011).

Yapilan diger bir ¢alismada Survivin gen polimorfizminden en cok ¢alisilan -
31 G/C polimorfizminin mide kanseri gelisimine etken olup olmadig1 arastirilmstir.
Buna gore Survivin geni -31 G>C polimorfizmi, mide kanseri hastalar1 ve kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamasina karsin, homozigot
mutant alleli olan CC genotipine sahip bireylerin mide kanserine yakalanma riskinin
homozigot GG alleline sahip bireylere gore daha fazla risk olusturdugu bildirilmistir
(OR= 1,52). Elde edilen tiim bu sonuclarla hasta ve kontrol gruplarinin temsil ettigi
toplumda mide kanseri ile Survivin -31 G>C polimorfizmi arasinda anlaml bir iligki
olmadig1 gosterilmistir ve bunun yaninda CC genotipinin mide kanserine yatkinlik
olusturabilecegi dusunulmustur (Er6z vd., 2015).

Bu tez ¢alismasinda Survivin -31 G/C genotipinin meme tiimorlii hastalar ve
kontrol grubu arasinda survivin promotor -31 G/C genotip ve allel dagilimlar
acisindan bir fark bulunmadigi belirlenmistir.

Daha once meme kanseri ve Survivin -31 G/C polimorfizmi arasindaki
baglantiy1 inceleyen ¢aligmalarin kisith olusu goz oniinde bulunduruldugunda bu tez
calismasinda elde edilen sonuglarin teyidi ve Survivin -31 G/C polimorfizminin
meme kanseri iizerine olan etkisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in daha genis hasta ve
kontrol gruplarinda tekrarlanmig arastirmalara thtiyag oldugu sdylenebilir.

Survivin geni polimorfizmlerinin istatistiki ve islevsel analizleri, kansere
yatkinlik ve karsinojen metabolizmasi baglaminda meme karsinogenezinin daha iyi
anlagilmasini saglayacak ve karsinojenlere maruz kalma agisindan farkli kanser

tiplerine bireysel yatkinligin belirlenmesinde faydali olacaktir.
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