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OZET

Meme kanseri Tiirkiye'de ve diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen
malignensidir. Mame kanseri diinya capinda kadinlar arasinda her yil 40.000 6liime neden
olur. Meme kanseri kompleks ve ¢ok faktorlii bir hastaliktir. Meme kanserlerinin yaklagik
% 5-% 10°nu kalitsaldir. Kalitsal meme kanserinin %15-20’sinden BRCA1/2 genlerinin
mutasyonlart sorumludur. BRCA1/2 gen mutasyonlart Tiirk toplumunda kalitsal meme
kanserinin %10’undan daha azini olusturmaktadir. Bu sebeple BRCAI/2 genleri disinda
meme kanseri yatkinlik genlerinin roliinlin incelemesi gereklidir. Farkli meme kanseri
yatkinlik genleri arasinda P53, PTEN ve CHEK? genleri daha fazla 6n plana ¢ikmaktadir.
Bir ¢ok calismaya gore bu genler meme kanseri riskini arttirmaktadir, hatta bazen tedavi
sonuglarini da etkileyebilmektedir.

Bu ¢alismaya BRCA1/2 mutasyonuna shahip olmayan ve aile hikayesi gii¢lii olan
meme kanseri tanist almigl2 birey dahil edilmistir. Genomik DNA, periferal kandan izole
edilmistir. P53 ve PTEN genlerinde hotspot bolgeleri igeren ekzonlar (PTEN igin: 2., 3., 5.,
6., 7. ve 8. Ekzonlar1 ve P53 icin, 4., 5., 6., 7., 8. ve 9. ekzonlar1) amplifiye edildi. CHEK?2
geni ise biitiin kodlayic1 ekzonlar ( ekzon 2-ekzon 15 ) amplifiye edildi. PCR ile amplifiye
edilmis ekzonlar otomatik kapiler jel elektroforezi dizileme cihaz: ile tim dizileri okundu ve
yadadegisim agidan kontrol edildi.

Calismanin sonucunda 12 hastanin timiiniin P53 geninde c¢.215C > G
(p.Pro72Arg) polimorfizmin 12 olgudan birinde homozigot oalarak, P53 geninde 6.
ekzonunda ¢.638G > A (p.Arg213GIln) mutasyonu heterozigot olarak bulunmustur. Oniki
olgunun tiimiinde PTEN geninde c¢.802-4 802-3delTTdelesyonu heterozigot olarak
saptanmistir. CHEK? geninde ise bir olguda ¢.470T (p.I157T) mutasyonu heterozigot
olarak bulunmustur.

Sonug olarak Tiirk popiilasyonunda P53 ¢.215C>G (p.Pro72Arg) ve ¢.638G > A
(p-Arg213Gln) , PTEN c.802-4 802-3delTT ve CHEK?2 c¢.470T>C (p.I157T) degisiklikleri ,
meme kanserin riskini etkileyebilmektedir. Ama bu degisimlerin frekanslar1 , meme
kanserinin iizerindeki etkisi ve meme kanserinin riskini ne kadar etkilediginin bilinebilmesi
i¢cin daha fazla caligmalara ihtiyag vardir .

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, P53 Gen , PTEN Gen, CHEK2 Gen, PCR,
DNA Dizileme, Mutasyon
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ABSTRACT

Breast cancer is the most common malignancy in Turkey and worldwide. Breast
cancer is a complex and multifactorial disease. Approximately 5%-10% of breast cancers
are hereditary. Almost 15%-20% of the hereditary breast cancer is attributed to BRCA1/2,
mutations. In Turkish population BRCAI/2 mutations compose less than 10% of the
hereditary breast cancer. For this reason studying the role of breast cancer susceptibility
genes, in additon to BRCA1/2 is necessary. Among different breast cancer susceptibility
genes P53, PTEN and CHEK2 are more stressed. Many studies have demonstrated that
mutations in these genes are related to the breast cancer and influence therapy outcomes, in
some cases.

In this study, 12 non- BRCA1/2 Turkish patients whose pedigrees are strong and
suggestive were chosen. Genomic DNA samples were isolated from peripheral blood. In
P53 and PTEN genes, exons containing mutation hotspots amplified by PCR, exons 2, 3, 5,
6, 7 and 8 in PTEN gene and exons 4, 5, 6, 7, 8 and 9 in P53 gene. In the case of CHEK2
gene whole coding exons (1-14) were amplified by PCR. All amplified exons were
sequenced by capillary gel electrophoresis and screened for any possible mutation.

As a result all of the 12 patients harbor a ¢.215C>G (p.Pro72Arg) polymorphism as
homozygot in their P53 gene. In 1 out of 12 patient a ¢.638G>A (p.Arg213GIn) mutation as
heterozygot in exon 6 of its P53 gene was detected. All patients carry a ¢.802-4 802-
3delTT deletion as heterozygot in their PTEN gene.In 1 out of the 12 patients c.470T>C
(p.I157T) heterozygot mutation in the CHEK2 gene was found.

In conculusion, in Turkish population P53 gene ¢.215C>G (p.Pro72Arg) and
c.638G>A (p.Arg213GIn), PTEN gene ¢.802-4 802-3delTT and CHEK2 gene ¢.470T>C
(p.I157T) changes may take part in increasing breast cancer risk. But specifying their
frequency, their amount of influence on breast cancer in Turkish population and on therapy
need more studies.

Keywords: Breast cancer, P53 Gene, PTEN Gene, CHEK?2 Gene, PCR,
DNA Sequencing, Mutation.
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GIRIiS VE AMAC

Tahminlere gore hayat boyu kanser riski kadinlar arasinda yaklasik %12.4’tiir
[1, 2]. Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olan meme kanseri 6liime neden olan
kanserler arasinda ikinci siray1 almaktadir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’ nde
232,670 yeni olgu ve kadinlarda yilda yaklasik 40.000 &liime neden oldugu
bilinmektedir[3, 4]. Meme kanserinde kisisel risk faktorii hasta olan akraba sayisi
arttikca ve hastaligin baslangic yas1 kiigiildiikge artmaktadir[5]. Birinci ya da ikinci
derece akrabalar arasinda iki ya da daha fazla meme kanseri tanis1 bulunan olgular
ailesel meme kanseri olarak degerlendirilir. Tiim meme kanserlerinin yaklasik %15-
20 kadart ise ailesel meme kanserini olusturmaktadir. Meme kanserinin yaklasik %5-
10’u Mendel kalitimin1 (otozomal dominant) takip etmekte ve bu oran kalitsal meme
kanserini olusturmaktadir. Kalitsal meme kanserinin %30’u Meme kanseri ile iligkili
gen 1 (BRCAI) ve Meme kanseri ile iliskili gen 2 (BRCA2) genlerinde meydana
gelen germline mutasyon ile ortaya ¢ikmaktadir[4].

Kanserde erken tan1 ¢ok 6nem tagimaktadir. Erken tani1 sayesinde kanserden
kaynaklanan oliimlerin sayisinda onemli dl¢lide azalma gozlenmistir. Son yillarda
teknolojinin gelismesi ile birlikte BRCAI ve BRCA2 genlerinin disinda meme
kanseri gelisiminde etkili olan bagka genler de tanimlanmigtir. Timor proteini 53
(Tumor Protein 53, TP53) ve Fosfataz ve tensin homologu (Phosphatase and Tensin
Homologue, PTEN) gibi yiiksek penetransli genlerde nadir bulunan kalitsal
mutasyonlarin saptanmasi 6nemlidir. CHEK2 (Check Point Kinase 2) , ataksi -
Ataxia Telangiectasia Mutated (47M ) geni ve BRCA?2 ortag1 ve yerlestircisi (Partner
And Localizer Of BRCA2, PALB?2) gibi orta penetransli ama mutasyon orani daha
yiiksek genlerin analizi de ¢ok onem tasimaktadir [6]. Ozellikle yeni dizileme
teknolojileri kullanarak birka¢ geni ayni zamanda incelemek miimkiin oldugu i¢in
meme kanseri ile iliskili birden fazla gen ayni anda analiz edilebilir. Bu sebeple
coklu gen testi Ozellikle meme kanseri i¢in onem kazanmugtir. Ulusal Kapsaml
Kanser Ag1 (NCCN) rehberine gore, aile pedigresinde birden fazla kalitsal kanser
sendromu siiphesi olusursa 6rnegin hem Li-Fraumeni hem de Cowden sendromu
bulunursa veya BRCA1/2 geninde mutasyon tasimayan olgularda ¢oklu gen testi
uygun goriilebilmektedir. Ancak coklu gen testi i¢in hasta se¢im kriterlerinin heniiz
kesinlik kazanmadigi da ifade edilmektedir[6].

Bu genlerin mutasyon frekanslar1 farkli  toplumlarda  degisiklik
gostermektedir. Ornegin CHEK2 ¢.1100 delC mutasyonunun diinyada en sik
goriildigli bolge kuzey Avrupadir. Buna karsin bu mutasyon giliney Avrupa’da
bulunmamaktadir. Cin’de ise baska patojenik bir mutasyon olan p.H371Y mutasyonu
bulunmaktadir [7].

Bu calismada Tiirk hastalarda BRCAI ve BRCA2 genleri dizi analizi ile
taranmis ve hi¢ mutasyon bulunmayan 12 meme kanserli olguda PTEN, P53 ve
CHEK?2 genlerinde dizi analizi yapilarak mutasyon durumlarinin belirlenmesi
amaglanmigtir.
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GENEL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Kanser

Kanser hiicre fizyolojisinde cesitli degisimlerle ortaya c¢ikan kompleks bir
hastaliktir. Bu hastaligin biyolojik sonucu hiicrenin anormal sekilde biiylimesidir [8,
9]. Kanser kokeni hakkinda farkli goriisler ve teoriler bulunmaktadir. Bu goriisler
arasinda tezatliklar ve paradokslar goriinmektedir [10, 11]. Kanser gelismesine neden
olan sebepler ¢ok cesitlidir. Ancak, genel anlamda kanserde bazi hiicreler, organizma
icerisinde genetik ve epigenetik degisiklerin birikimi ile anormal olarak
hiperproliferasyon gdstermektedir [12].

Kanserde etkin genler onkogenler ve tiimdr baskilayicilar olmak iizere iki ana
grupta smiflandirilmaktadir. Onkogenlerin  fonksiyon kazanmast ve tiimor
baskilayicilarin fonksiyon kaybi kanserin nedenlerindendir [12].

Kanserde epigenetik degisimler de temel nedenlerdendir. DNA’nin
hipometilasyonu, kromatinin hipoasetilasyonu ve gene 0Ozglin hipo ve
hipermetilasyon gibi yaygin degisimler bulunmaktadir [13]. Yaygin DNA
hipermetilasyonu, kromozom kararsizligina ve tiimor olusma sikliginin artmasina
neden olmaktadir.

Kanser Tirkiye ve diinyanin bircok bdlgesinde ana saglik problemidir.
Amerika’da her dort 6liimden birisi kanserden kaynaklanmaktadir [14, 15].

2.2.  Meme Kanseri

Meme kanseri genetik ve epigenetik faktorlerin etkisi ile ortaya g¢ikan
karmagik bir hastaliktir [16, 17]. Gelismis iilkelerde 8 kadindan biri hayati boyunca
meme kanseri olmaktadir [18]. Meme kanseri ile iliskili ¢esitli risk faktorleri
saptanmistir. Hormonal faktorler, iireme, regl gecmisi, yas, spor yapmamak, alkol,
radyasyon, iyi huylu meme hastaliklar1 ve sismanlik bu risk faktorleri arasindadir [8].
Kemoterapi, radyoterapi, adjuvan hormonterapideki gelismelere karsin meme kanseri
hastalarinin {igte biri kaybedilmektedir. Bu nedenle yeni tedavi yontemleri ¢ok 6nem
tasimaktadir [19]. Son 50 yilda kardiyovaskiiler hastaliklar, beyin kanamasi ve zatiire
nedeni ile oliimler yeni tedavi ve Onlemler sayesinde diismeye baslamistir. Ancak
kanser nedeni ile 6liim oranlarinda ¢ok az degisim gozlenmistir. Bu yiizden yakin
zamanda kanserden oliimler, kardiyovaskiiler dliimlere gore daha da artabilir [20].
Meme kanseri en ¢ok arastirilmis ve taninan kanserdir. Buna ek olarak meme kanseri
diinyada kadinlarin 6nemli 6liim nedenlerinin arasinda yer almaktadir. Meme kanseri
tan1 konulmus kanser olgularinin %23’iinii ve kanserden Oliimiin %14 iini
olusturmaktadir [21].

Meme kanseri metastaza egimlidir ve ikinci yer akciger, karaciger, kemik ve
beyin olabilir. Metastaz tiimor ortadan kaldirildiktan birkag yil sonra gergeklesebilir.
Bu 06zellik hastalarin hayatta kalma sansimi diistirmektedir. Erken tanida, %85 olan
hayatta kalma sansi akciger ve kemik metastazi bulunuyorsa %23’e diismekte,
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dolayisiyla metastaz meme kanseri 6liimlerinde ana neden olarak sayilmaktadir [22].
Bu sebeple erken tami ¢cok 6nemlidir. Avrupa’da erken tan1 konulmus meme kanseri
hastalarinda 6liim orani %25-%31 azalmistir. 20. ylizyilin son on yilindan itibaren
meme kanseri taramalar1 daha iyi yapilmaya baslanmis ve 6lim orant %38-%48
diizeyinde azalmistir [23].

Klinik a¢idan ve protein ekspresyon diizeyinde inceledigimizde Osterojen
reseptor alfa (ERa), progestron reseptor (PR), ve insan epidermal biiylime faktori
reseptorii 2 (HER2) meme kanserinin tedavi stratejisinin belirlenmesinde ilk
biyomarker olarak degerlendirilmektedir. Bu neden ile meme kanseri {i¢ ana gruba
ayrilmaktadir: ER pozitif, HER2-pozitif ve ER, PR ve HER2 i¢in {i¢li negatif
tiimorler. Meme tiimorlerinin %70’inde ER ve PR ifade edilmektedir [24]. Reseptor
durumundaki degisiklikler tiimor ilerlemesi ve tedavisini etkileyebilmektedir. Primer
timorlerin yeniden tiimdr olusturma sanst ER ifadesi varliginda %70 ve PR
varliginda %56’dir. Primer timorlere gore metastatik tiimorlerde HER2 ifadesi ise
%20 oraninda artis gostermektedir. Uglii negatif meme kanseri meme kanserinin
%15-%20’sini olugmaktadir [25, 26].

2.3. Kalitsal Meme Kanseri

Kalitsal meme kanseri terimi 19. yilizyilin ortalarinda kullanilmaya
baslanmistir [27]. Meme kanseri olgularinin yaklasik %5-10’unda kalitsal genetik
geemis bulunmaktadir. Bu olgularda yiiksek penetransa sahip genlerde mutasyon
bulunmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tahminlerine gore yillik yaklasik bir
milyon kadina meme kanseri tanisi konmaktadir .Erken yasta meme kanseri tanisi
alan kadinlarin %30’unda kanser yatkinlig1 bulunmaktadir. Kalitsal meme kanseri
icin iki 6nemli yatkinlik sendromu tanimlanmistir. Bunlar Kalitsal Meme ve Over
Kanser sendromu ve Li-Fraumeni Sendromudur (LFS) [28]. Kalitsal Meme ve Over
Kanser sendromu BRCAI ve BRCA2 genlerindeki germ hatti mutasyonlar ile ortaya
ctkmaktadir. Kalitsal meme kanserinin de yaklasik %16’sindan BRCA1 ve BRCA2
genlerindeki germ hatti mutasyonlar1 sorumludur [29]. BRCAIve BRCA2 genlerinde
mutasyon bulunan kadinlarin hayat boyu meme kanseri riski %80’den daha fazladir.
BRCA1 geninde mutasyon tasiyan kadinlarin hayat boyu yumurtalik kanseri riski ise
%40’dan daha fazladir. BRCAZ2 genlerinde mutasyon tasiyan kadinlarda ise hayat
boyu yumurtalik riski %20’den fazladir [30]. BRCAI ve BRCA2 genlerinde kalitsal
bir mutasyon tastyan meme kanseri tanis1 almis hastalarin yaklasik %50’ sinin yakin
akrabalarinda meme/yumutalik kanseri goriilmeyebilir. Bu durum ailenin kiigiik
olusu ya da akrabalarin mutasyonu tasimamasi ile agiklanabilir [30]. Erkek BRCA2
tagiyicilarinda da meme kanseri riski %6 artmaktadir [31-34].

Kanser yatkinligina neden olan genler kanser riski ile iligkilerine gore
siniflandirabilir. Yiiksek penetransli genler olan BRCAI, BRCA2, TP53, CHEK?2,
ATM, PTEN ve PPMI1D genleri yiiksek derecede kalitsal meme kanseri olusumunda
rol oynamaktadir [35]. Bu konu ile ilgili olarak son yillardaki bilgiler ele alindiginda
meme kanserinin poligenik bir hastalik oldugu sdylenebilmektedir [36, 37].



2.4. Meme Kanseri Yatkinhik Genleri

24.1. P53

Tiimér protein p53 (Tumor Protein P53, TP53) ilk 1979°da transformasyon
ile iliskili bir protein olarak tamimlanmistir [38]. P53, 20kb biiyiikliigiinde bir gen
tarafindan kodlanan bir niikleer fosfoproteindir. Bu gen 11 ekzon ve 10 intronu
kapsamaktadir [39]. Normal P53 proteini 393 amino asit icermekte olup ve birkac
yapisal ve fonksiyonel bolgeden olusmaktadir. Bunlar N-terminali (1-42 rezidiileri),
prolince zengin domain (61-94 rezidiileri), DNA’ya baglanan merkezi cekirdek
domaini (102-292 rezidiileri) ve C-terminali bolgeleridir (301-393rezidiileri). C-
terminal bolgesi ise oligomerizasyon domaini (324-355 rezidiileri) ve kuvvetli bazik
C-terminali diizenliyeci domain (363-393 rezidiileri) olmak iizere iki bolgeden
olugmaktadir [40-42]. P53’{in yapis1 sekil 2.1°de gosterilmistir.

‘ mutasyon hotspotlar |

R175 G245 R248 R249, R273 R282
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Domain Bolge DNA Baglanma Domain domain Domain

Sekil 2.1. Tp53 yapisi ve fakli bolgeleri [43]

Yabanil p5S3 DNA hasari, hipoksi ve onkogen aktivasyonu gibi hiicresel stresler ile
aktif olmaktadir [41]. Yabanil p53 aktif olduktan sonra bir transkripsiyon faktorii
olarak hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin engellenmesinde, hiicre yaslanmasinda ve
programlanmis hiicre Oliimiinde rol oynamaktadir [41, 44]. P53’iin seviye ve
aktivitesini insan papiloma virus tip 16 protein E6 (Human papillomavirus type 16
E6, HPV16 E6) [45] , Wilms tiimdr proteinl (Wilms tumor proteinl,WT-1),
Adenovirus E1B/E4, Simian virus 40 (SV40) T-antijen, Fare cift dakika 2 homolog
(Mouse double minute 2 homolog, MDM2), c-Jun N-terminal kinazlar (c-Jun N-
terminal kinases, JNK), p53 ile uyarilabilen bir HALKA-H2 Domainli protein (p53-
inducible protein with RING-H2 domain, Pirh2) ve Poli (ADP- riboz) polimeraz
1(Poly(ADP-ribosyl)ation polymerase-1, PARP-1) karmasik bir protein ag1 kontrol
etmektedir. SV40 T antijen, WT1 veya E1B/E4 P53’e baglanirsa P53’iin stabilitesini
arttirmaktadir. Ancak E6 veya MDM?2 P53’{in degredasyonunu hizlandirmaktadir
[43]. P53 proteinin regiilasyonu MDM?2 ubikiitin ligaz ile saglanmaktadir. Ubikiitin
ligaz P53’ proteazoma gotiirerek degredasyonunu saglamaktadir. MDM?2 P53’iin
hedeflerinden biridir ve bu sebeple P53 aktivasyonundan sonra P53, MDM?2 geninin
ifadesine neden olup negatif geri besleme yolu ile iki protein ilk diizeylerine geri
donmektedir [46]. MDM4 (MDMX) diger bir P53 regiilatoriidiir. Bu proteinde
ubikiitinasyon 6zelligi yoktur ve direkt p53’e baglanarak onu inhibe etmektedir.
Bazen de MDM4, MDM?2’ye baglanip ubikitinasyon 6zelligini kazanmaktadir [47,
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48]. Normal P53 ¢ok diisiik konsantrasyonda ve etkisiz durumda hiicrelerde bulunur
[49]. Normal biiyiiyen hiicrelerde P53’iin yarilanma siiresi ¢ok smirlidir. Bu siire
birkag dakikayi kapsar ama bu siire DNA’s1 hasar gérmiis ya da stres altinda olan
hiicrelerde birkag saate kadar uzamaktadir [50].

Strese kars1 fosforilasyon, asetilasyon, ADP-ribozilasyon, ubikitinasyon ve
sitoplazmik ayrilma gibi bazi post-translasyonel degisikler de P53’lin stabilitesini
etkilemektedir.  Genellikle bu modifikasyonlar C-terminal ve N-terminalinde
gergeklegsmektedir. Fosforilasyon ve asetilasyon P53’iin transkripsyonel aktivitelerini
arttirmaktadir. Ciinkii bu modifikasyonlar P53’iin stabilitesini arttirip cekirdekte
birikimine neden olmaktadir. P53 c¢ekirdekte hedef genlerdeki baglanma noktalarini
bulup onlar ile iligki kurmaktadir. Ayrica post translasyonel modifikasyonlar P53’1
degredasyondan da korumaktadir [43].

2.4.1.1 P53 mutasyonlari

P53 mutasyonu veya fonksiyonel olarak etkinsizlesmesi tim kanserlerde
ortak bir Ozellik olarak goriilmektedir. P53 yolagi degisik hasar sinyalleri ile
baslamaktadir. Bu  yolak  P53’lin  stabilizasyonunu, post-translasyonel
modifikasyonlarini ve P53%n kromatine baglanmasini saglamaktadir [51]. P53
tarafindan hiicre dongiistiniin geri dontisiimlii durdurulmasi, hiicre yaslanmasi,
farklilasma ve apoptoz gibi farkli yanitlar tetiklenebilir. Her yanit birgok i¢ ve dig
etmenlere baghdir [41]. Insan tiimérlerinin yaklasik %40’mnda mutant p53 ifade
edilmektedir [52]. ilk olarak 1983 yilinda transforme edilmis ve tiimér hiicrelerinde
birikmis mutant p53 proteinleri gézlenmistir [53].

P53 geninde meydana gelen bir mutasyon kanser yatkinligi ile iliskili
olabilmektedir. Bu mutasyon somatik veya kalitsal (germ hatt1) olabilir. Germ hatt1
mutasyonu Li—Fraumeni sendromu (LFS)’na yol agmaktadir [54]. Bu sendromda
cocukluk tiimdrii veya bir sarkom, beyin tiimdrii, ya da diger adrenokortikal tiimorler
gibi ¢esitli kotli huylu tiimorler erken yasta ortaya ¢ikabilmektedir [55]. Mutant p53
proteinleri cesitli kanserlerde asir1 ifade edilmektedir. Mutant p53 proteini, normal
p53 proteininin inhibisyonuna neden olarak transformasyonda, metastazda ve ilag
direngliginde rol oynamaktadir [52].

Kanserlerin ¢ogunda somatik p53 mutasyonlarn goriilmektedir. P53
mutasyonunun orani ise kanserin tipine gore degiskenlik gostermektedir. Agresif
seyreden ve erken yasta tanisi konulan sindirim ve hava borusunun yukarisindaki
kanser tiplerinde (agiz, 6zofagus ve bronsiyal kanserler), P53 genindeki mutasyon
orani yaklasik %75 olarak goriilmektedir. Erken yasta tan1 almis sindirim borusunun
asagisindaki kanser tiplerinde ise (polipler ya da adenoma) P53 mutasyonu daha az
goriilmektedir. Ancak adenomadan karsinomaya geciste 7P53 mutasyonunda yiiksek
bir artis gozlenmektedir. Bazi kanser tiplerinde P53 mutasyonu daha az
goriilmektedir. Bu kanserler; serviks, testikiiler kanserler, noroblastoma ve kotii
huylu melanomalardir. Bu kanser tiplerinde 7P53 mutasyon orani yaklasik %5 olarak
kaydedilmigtir. Ancak bu kanserlerde 7P53 inaktivasyonu viral veya hiicresel
onkogen aktivasyonu nedenleriyle de ortaya ¢ikmaktadir. Somatik p53 mutasyonlari
yaklasik olarak tiim kanserlerde goriilmesine ragmen yaygmhigr degiskenlik
gostermektedir. Mutasyonlar ¢ogunlukla erken asamada (pre-neoplastik evrede)
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goriilmektedir.  Kanserde p53°tin  fonksiyonu farkli mekanizmalar ile
kaybolabilmektedir. Cok ¢esitli tlimorlerin incelenmesi sonucunda tiim kanserlerin
yaklagik olarak yarisinda p53 geninde mutasyon goriilmiistiir. Bu mutasyonlarin
%0351 regiilator bolgelerde ve %95°1 merkezi bolgedeki baglanmadan sorumlu DNA
dizilerinde goriilmektedir. Bu veriler genin 5. ve 8. Ekzonlan arasindaki bolgenin
dizilenmesi ile elde edilmis verilerdir [41]. En son yapilan ¢alismalar, merkezi bolge
digindaki mutasyonlari énemli oldugunu gostermektedir [56, 57]. Tiimér ile iligkili
mutasyonlar  ¢ogunlukla  (%93.6) nokta mutasyonlaridir. P53  somatik
mutasyonlarmin farkl kanserlerle iligkisi sekil 2.2’de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Farkli kanser tiplerinde p53 somatik mutasyon oranlar1 [58]

X koordinati: Kanserin yiizdesi
Y koordinati: kanser yeri (mutant olgular/anliz edilmis 6rnekler)

P53 geninde alt1 hot-spot mutasyon tanimlanmigtir. Alt1 aminoasit rezidiisiinii
etkileyen bu mutasyonlar, p53 mutasyonlarinin %30’unu olusturmaktadir. Argl75,
Gly245, Arg248, Arg249, Arg273 ve Arg282 [40] rezidiileri arasinda en c¢ok
mutasyon saptanan aminoasitler ise Arg248 ve Arg273’tiir. Bu iki rezidii hem
DNA’ya hem de p53’iin apoptozunu uyaran protein p2 (Apoptosis-Stimulating Of
P53 Protein 2, ASPP2)’ye baglanmaktadir. P53’lin mutasyon spektrumuna
bakildiginda insan tiimorlerinde DNA’ya baglanan tiim aminoasit rezidiilerinde
mutasyon goriillmektedir. Bu durum tiimoériin baskilanmasinda P53 iin DNA’ya
baglanan bolgesinin 6nemini gostermektedir. P5S3-DNA etkilesim bozuklugu baska
aminoasit rezidiilerindeki mutasyonlar ile de ortaya c¢ikmaktadir. Bu aminoasit
rezidiileri direkt olarak DNA’ya baglanmamaktadir. Ancak P53’iin yapisinin
korunmasi igin 6nemlidir. Buna en iyi 6rnek R175H ve G245S mutasyonlaridir [59].

P53, DNA’ya iki dimerden olusan bir tetramer olarak baglanmaktadir [60].
P53 proteininin yabanil ve mutant tipleri bir heterooligomer olusturmaktadir. Bu
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oligomer DNA’ya baglanamamakta ve transkripsiyon faktoriiniin aktivitesinde
bozukluga neden olmaktadir [61-63]. BOylece mutant tip, yabanil tipini inhibe
etmektedir (Sekil 2.3). Yapilan son arastirmalara gére DNA baglanma bolgelerindeki
herhangi bir mutasyon transkripsiyon aktivitesini engellemektedir. Ancak promotdr
ve diger bolgelerdeki mutasyonlar bu etkiyi gostermemektedir. [64].

normal P53 dimeri sitoplazma

mutant P53
dimerleri normal
P53 dimerlerini
inhibe etmektedir

\

cekirdek zar
normal P53 proteinleri normal P53 dimerleri transkripsyonal iglevini

cekirdekte tetramer kaybetmektedir
olugturmaktadir

Sekil 2.3. Mutant P53 yabanil P53’ii inhibe etmektedir. A: Normal hiicrelerde P53 sitoplazmada
dimer olarak sentezlenmektedir ve ¢ekirdege transfer edilmektedir. P53 baglanma
noktasinda dimerler, tetramer olusturmak iizere birleserek P53’e bagl transkripsiyonu
basglatmaktadir. B: Protein miktar1 az oldugunda mutant P53 dimerleri, yabanil P53
dimerlerine baglanmaz ve transkripsyon engellemez; ancak protein miktar1 az oldugu i¢in
transkripsiyon iyi ilerlemez. C: Yabaml ve mutant P53 birikiminde ve protein
konsantrasyonu arttifinda mutant dimerler, yabanil dimerleri inhibe eder ve transkripsiyon
gerceklesmez [52]

Mutasyon, islev kaybi yaninda bazen dominant-negatif aktivasyona da neden
olmaktadir. Bu olay ‘islev kazanc1’ olarak adlandiriimaktadir. Bu 6zellik P53 mutant
proteinlerinin onkogenik aktivitesini gostermektedir. Bu durumda mutant P53
proteini yabanil proteini inhibe etmektedir [65]. Baz1 mutant P53 proteinleri diger
genleri aktive etmekte bu genler normal P53 proteini tarafindan aktif olamamaktadir.
Bu genler bunlardir :

Coklu ilag direnci 1 (Multi-Drug Resistance 1, MDRI), epidermal biiylime
faktorii reseptorii (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR), c-MYC, ¢ogalan
hiicre niikleer antijeni (Proliferating Cell Nuclear Antigen, PCNA), insiilin benzeri
biiylime faktorii 2 (Insulin-like Growth Factor 2, IGF-II) ve vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) gibi genleri de aktive
edebilmektedir. Bunun yan1 sira yabanil proteinler boyle bir isleve sahip degildirler
[66].

Meme kanserinde P53 mutasyonlar1 yaygin olarak goriillmektedir. P53
mutasyonlar1 6zellikle {i¢lii negatif meme kanserinde (en agresif alt grup) cok yaygin
bir sekilde goriilmektedir. Bu nedenle P53 genindeki mutasyonlarin meme kanserinin
ana faktorlerinden birisi oldugu tahmin edilmektedir. Bu mutasyonlar genellikle P53
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proteininin merkezi bolgesindeki amino asit degisimi ile sonuglanmaktadir. Bazen
mutant P53 proteinleri tiimor baskilayict gen 6zelligini yitirerek onkogenik 6zellik
kazanabilmektedir [67]. Farkli ¢alismalarda P53 kalitsal mutasyon sikligt meme
kanserinde yaklasik < %]1°dir [68]. Meme kanserinde P53 geninde germ hatti
mutasyonlar1  diger  dokulara  gére daha  yaygindir  (sekil  2.4).
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Sekil 2.4. Farkli kanserlerde P53 geni germ hatti mutasyonlarinin orani [69].
X koordinatt: Tiimor yerleri (saptanmis olgu sayisi)

Li-Fraumeni sendromunda meme kanseri olgular1 ¢ok yaygindir (>%25) [70].
Bu nedenle P53 germ hattt mutasyonlarinin kalitsal meme kanserinde kesin olarak
rol oynadigi diisiiniilmektedir. Li-Fraumeni sendromu kalitsal bir sendromdur ve
germ hattt P53 mutasyonu rol oynamaktadir [69]. Li-Fraumeni sendromunda
mutasyonlar, sporadik meme kanserine benzemekle birlikte hot-spot oranlar
degiskenlik gostermektedir. Kodon 337 mutasyonunun oran1 Li-Fraumeni
sendromunda yiiksektir (%16). Ayrica bu kodonun mutasyonunun orani Li-
Frauemeni sendromuna sahip meme kanserli hastalarda %]11°dir. Ancak bu oran
adrenal tiimorlerde % 67 dir. Bu nedenle farkli kanserlerde farkli kodonlarin
mutasyon orani degisebilmektedir [67].

Meme kanserinde en ¢ok saptanan mutasyonlar, 6. ekzonda bulunan R248Q
(NG _017013.2:g.18331G>A) ve 7. ekzonda bulunan R273H
(NG _017013.2:2.18749G>A) mutasyonlaridir. Bu degisimler P53’iin DNA’ya
baglanma 6zelligini etkilemektedir ve bu nedenle “baglama mutasyonlar1 (binding
mutations ” olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.5) [67].
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Sekil 2.5. Spontan ve kalitsal meme kanserlerinde P53 mutasyonlari [67]

2.4.2. PTEN

Fosfataz ve tensin homologu (PTEN) geni, 105 kb uzunlugunda ve
kromozom 10g23 bolgesinde bulunup 9 ekzondan olusmaktadir [71]. PTEN, fosfataz
olarak tanmimlanmis ilk timor baskilayicisidir [72]. PTEN, hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesi, apoptoz ve metastaz gibi gorevleri yerine getirmektedir [73-76].
PTEN mutasyonu veya azalmis ekspresyonu c¢ogu insan kanserleri ile
iligkilendirmistir [77]. Glioblastomalar, endometrial, prostat ve meme kanseri gibi
sporadik kanserlerde PTEN delesyonu veya nokta mutasyonu sik olarak
goriilmektedir [78]. Monoalelik mutasyon orani sporadik kanserlerde %50-%80
olarak tahmin edilmektedir. Meme, kolon ve akciger kanserlerinde bu oran %30-
%50’dir. PTEN’in tamamen kaybolmasi ¢ok yiiksek bir oranda endometrial
karsinoma, glioblastoma, ileri kanserler ve metastazda goriilmektedir [79]. PTEN
kayb1, BRCAI eksikliginden kaynaklanan meme kanserinde sik goriilmektedir [80].
Bialelik PTEN mutasyonlari, endometrial karsinomalarda ve glioblastomada
goriilmektedir.

PTEN germ hatti mutasyonlar1 bazi otozomal dominant sendromlarda
goriilmektedir. Bu hastaliklarda biiylime problemleri, ndrolojik bozukluklar, ¢oklu
hamartomalar ve artmis meme kanseri, tiroid kanseri ve endometrial kansere
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rastlanmaktadir. Bu hastaliklara PTEN hamartoma timor sendromlart (PTEN
Hamartoma Tumor Syndrome, PHTS) denilmektedir ve bunlar Cowden sendromu
(Cowden Syndrome, CS), Lhermitte-Duclos hastaligi (Lhermitte-Duclos Deasis,
LDD ), Bannayan-Riley-Ruvalcaba  sendromu(Bannayan-Riley-Ruvalcaba
Syndrome, BRRS), Proteus Sendromu (Proteus Syndrome, PS) ve Proteus-benzeri
sendrumu (Proteus Like Syndrome, PLS) sendromlardir [81-84]. Bunlardan en
onemlisi olan Cowden sendromu (MIM 158350) yetigkinlerde, Bannayan—Riley—
Ruvalcaba sendromu (BRRS) (MIM 153480; ref. 3) ise ¢ocuklarda goriilmektedir
[85]. Cowden sendromu (CS) otozomal dominant bir hastalik olup mukokutenoz
lezyonlar, sistemik hamartomlar ve cok sayida meme-tiroid, genito-urineri ve
endodermal kanserler goriilmektedir [86]. Hayat boyunca meme kanseri olma
olasiliginin Cowden sendromlu bir kadin i¢in %25-%50 oldugu tahmin edilmektedir
[87]. PTEN mutasyonlarmin insan kanserlerinde oOn plana ¢ikarak P53
mutasyonlarindan dahi daha etkili olabilecegi bildirilmistir [88]. Homolog
kromozomlarda bulunan her iki allelin de islev kayb1 kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina
yol agmaktadir [89]. Meme kanserlerinin %10’unda aktif olmayan PTEN
bulunmustur [90]. Germ hatti mutasyonlar1 tim PTEN geni boyunca goriilse de,
mutasyonlari biiylik cogunlugunun ekson 5, 7 ve 8’de goriildiigii bildirilmistir [91].

PTEN bir fosfoinosit 3 (PI3) fosfatazdir ve hiicre proliferasyonunu, hiicre sag
kalimini ve hiicre biiylimesini inhibe etmektedir. PTEN bu islevleri fosfatidilinositol-
3-kinaz (PI3K)’a bagli yolagin inhibisyonu ile gerceklestirmektedir [92]. PTEN’in
onemli hedefi PI3 kinaz (PI3K)'in iriinii olan fosfotidilinositol 3,4,5-trifosfat
[PtdIns(3,4,5) P3]°tir [93-95]. PTEN fonksiyonunun kaybolmasi hem embriyonik
kok hiicrelerde hem de insan kanser hiicre hatlarinda PtdIns(3,4,5)P3’lin birikimine
ve onun altindaki yolaklarin ve Akt/PKB molekiiliiniin aktivasyonuna neden
olmaktadir. Bu yolagin aktivasyonu hiicre dongiisiiniin aktivasyonunu ve hiicre sag
kalimini saglamaktadir [96].

Bu yolak tiimor baslangicinda, ilerlemesinde ve sonuglarinda 6nemli rol
oynamaktadir. PTEN in ¢esitli fonksiyonlart vardir. Bu fonksiyonlarin basinda hiicre
biiyiimesi, ¢cogalmasi, metabolizmasi, hareketi, gocii, sag kalimi, anjiyogenez ve
otofaji inhibisyonu gelmektedir. Bu yolagin islevinin bozulmasi hem meme kanser
tiimor olusumunda hem de tedaviye karsi direngte oldukga 6nemlidir.

Fosfatidilinositol-4,5- bifosfat -3-kinaz alt {nite alfa (PIK3CA) geni
fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)’in 110a-katalitik alt {nitesini kodlamaktadir.
Fosfoinositid-3-kinaz  (PI3K) heterodimer yapida bir lipit kinazdir ve epitelyal
hiicrelerin sinyallesmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ciinkili bu kinaz sinyali
direkt olarak reseptor tirozin kinazlar [EGFR, HER2, IGFR, trombosit derive
biiylime faktorii reseptor (PDGFR), integrinler] ve G protein eslikli reseptdrler
iizerinden dagitmaktadir. Fosfatidilinositol (4, 5) bifosfat (PIP2)’a ek bir fosfat
eklenip ve ikincil haberci olan fosfatidilinositol (3, 4, 5) trifosfat (PIP3)1
olusturmaktadir. PIP3, fosfoinosit-bagimli protein kinaz-1 (PDK1) ve AKT’yi
hiicre memberanma cagirir ve orada PDK1 ve mTOR kompleks 2 (mTORC2) ,
AKT’yi fosforile ederek aktif hale getirir [4,5,7,8,15-17,19-21]. PI3K’ 1 sinyallesme
yolagi sekil 2.6’da gosterilmisgtir.
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Sekil 2.6. PI3-kinazin sinyallesme yolagi [97]

PTEN farkli mekanizmalar ile inaktif olmaktadir. Bunlar mutasyon ve
heterozigosite kayb1 [98], promotdr metilasyonu [99], mikro RNA interferansi [100],
fosforilasyon [101], plazma zarinda yer degisme [102], C-jun, NF-kB ve HES-1’in
PTEN transkripsiyonunu inhibe etmesi gibi transkripsiyonel diizenlemelerdir [103-
106]. Diger taraftan, PTEN transkripsiyonunu aktive eden EGR1 tiimorli dokularda
cekirdekten disariya atilarak PTEN ekspresyonunu azaltir. Somatik hiicrelerde PTEN
mutasyonu goriilmektedir ve bu nedenle PTEN, P53’ten sonra ikinci Onemli
mutasyona ugrayan tiimdr baskilayici gen olarak tanimlanmaistir.

Hiicre dongiisiinii G1 asamasinda durdurdugu icin PTEN ekspresyonu
anlamli bir sekilde hiicre proliferasyonunun azalmasina neden olmaktadir. PTEN,
P27kip1 seviyesini artirir ve boylece siklin D seviyesi azalir. Sonucta hiicre dongiisii
durur. Ayrica, PTEN hiicre gogiiniin de azalmasina neden olmaktadir ve bu gorevi
Rac ve cdc4?2 aracilign ile gerceklestirmektedir [102].

2.4.2.1 PTEN Mutasyonlar1

PTEN’in katalitik aktivitesi ¢ok onemlidir ve bu sebeple herhangi bir neden
ile aktivitesi kaybolursa tiimor olusumuna yol acacaktir. Katalitik 6zelligini bozan
nedenlerden biri de katalitik bolge i¢indeki mutasyonlardir. Ornek olarak Cys124
mutasyonu PTEN’in oksidasyonunu ve lizin (Lys 128 , Lys 125) mutasyonu
PTEN’in asetilasyonuna ve aktivite kaybina neden olmaktadir[107]. PTEN yikimi ise
kaspaz ile bolinme ve ubikitinasyon olmak iizere iki mekanizma ile
gergeklegsmektedir. Leu345GIn gibi bazi mutsyonlar PTEN’in degredasyonuna sebep
olmaktadir [108].
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PTEN 403 amino asitten olugmakta ve iki bolgeyi igermektedir: N-terminal bolgesi
(1-185) PIP baglama domain (PBD) ve fosfataz domainden olugmaktadir. C-terminal
ise C2 domainden ve C-kuyrugundan olusmaktadir. PEST (proline, glutamik
asit,serin, treonin) dizilerinden ve PDZ- interaksiyon motifi C kuyrugunu olusturur.
C2 ve fosfolipide baglanan domainler bir birleri ile iligkilidir. Bu domainlerin
PTEN’in fosfolipid zara yerlesmesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Fosfataz
bolgesinde mutasyon birikimi yanhs katlanmaya neden olur ve bu PTEN’in yar
omriinii ve enzimatik aktivitesini azaltici etki gostermektedir. C2 ve PDB
bolgelerindeki herhangi bir mutasyon PTEN’in membran fosfolidlerine baglanmasini
bozar ve bdylece tiimdr baskilayici 6zelligini engeller. Kuyrugun fosforilasyonu
PTEN’in stabilitisini artirir ancak fosfataz aktivitesini de azaltir. Bu sebeple bazi
kinazlarin fazla ekspresyonu sonucu bazi tiimorlerde PTEN inaktif hale gelecektir.
C-terminalinin PDZ-baglanma motifi de mutasyon ve delesyon hedefi olarak
tanimlanmistir. Bu bolgenin rolil hiicre gociiniin inhibisyonunda oldukca 6nemlidir.
Ayrica bu bolge protein sentezinin engellenmeside ve PTEN’in plazma zarinda
stabilizasyonunda rol oynar [109-112]. PTEN proteininin yapisi ve degisik bolgeleri
sekil 2.7°de gosterilmistir. PTEN ekzonlarinda germ hatti mutasyonlarinin dagilim
sekil 2.8'de gosterilmistir.

ppp Fosfataz domain C2 domain C koyrugu
\‘15 )35 351 PEST PDZ 403
S /
e .
N-terminal bélgesi C-terminal ~ bélgesi

Sekil 2.7. PTEN yapis1 [97]

| Fosfataz kor motif

@ Cowden Sendrom, erken sonlanma mutasyonu v PS, m snods s s on

(9] Cowden Sendrom, yanls anlamh mutasyonu 7 PS5 yanls anlamh mutasyonu

ik Proteus Benzeri, erken sonlanma mutasyonu

B BRR. erken sonlanma mutasyonu { Proteus Benzeri, yanhs anlamh mutasyonu

[l BRR, yanhs antamh mutasyonu

$ CS-BRRaile

Sekil 2.8. PTEN ekzonlarinda germ hatti mutasyon dagitimi [75]
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2.4.3. CHEK2

CHEK?2 proteini CHEK2 genin urliniidiir. Bu gen insan kromozomunun
22q12.1 bolgesinde bulunmaktadir [113]. CHEK2, G2 kontrol noktasi kinazini
kodlar. CHEK2 proteini DNA tamirinde 6nemli rol oynamaktadir . DNA hasarinda,
CHEK?2 proteinin aktivasyonu sonucunda hiicrenin mitoza girisi engellenir. Aktif
olmus CHEK2 hiicre siklusunun 6nemli proteinleri; p53 (MIM 191170), Cdc25C
(MIM 157680),Cdc25A (MIM 116947) ve BRCA1'i (MIM 113705) fosforile ederek
hiicre dongiisiinii durdurup, DNA tamirini saglar [114-116].

CHEK?2 geni genomik DNA’da 50kb’lik bir bolgede bulunmakta ve 15
ekzondan olusmaktadir. CHEK2 proteini 3 domainden olusur: N-terminal SQ/TQ
kiime domaini (20-75 amino-asit rezidiileri), Catal kafa iligkili(Fork Head
Associated , FHA) domain (112-175 rezidiileri) ve serin/threonin kinaz domain
(225-490 rezidiileri). Bununla birlikte SQ/TQ regiilator bir domaindir [113]. SQ/TQ
kiimesi olarak da adlandirilan bu regulator bolge, 7 serin ya da treonin igerir. Bu 7
serin ya da treonin devaminda glutamin igerigi ile takip edilmektedir (SQ/ TQ))
[117]. Fosforilasyon yerleri ataxia telangiectasia-mutated (ATM) proteini tarafindan
taninmaktadir. Bu protein gerekli zamanda CHEK2 aktivasyonunda rol
oynamaktadir. Iyonize edici radyasyonlar ve baska genotoksik durumlarda bu
aktivasyon gergeklesmektedir [117]. FHA bolgesi baska fosforile edilmis proteinlere
de baglanabilmektedir, 6zellikle bu bolge fosfotreonin rezidiilerini tantyip islev
gormektedir.

2.4.3.1 Meme Kanserinde CHEK?2 Mutasyonlari

CHEK?2 meme kanserinin orta penetransli aday geni olarak gosterilmektedir.
Ancak kalitsal mutasyon bu gende ¢ok nadir ve populasyona 6zgiildiir. CHEK2’de
bir erken sonlanma mutasyonu (delesyon sonucu) olan 1100delC (ekzon 10’da),
meme kanseri riskini iki kat arttirmaktadir, bu oran birinci derece akrabalarda meme
kanseri tanis1 var ise daha da fazladir. Proteinin kritik bolgesinde olan bu mutasyon
proteinin kinaz islevini kaybetmesine yol agmaktadir [118]. Bu mutasyonun siklig1
popiilasyona bagl olarak degiskenlik gostermektedir [118-120]. Bu mutasyon kuzey-
bati Avrupa kokenli kadinlarda bulunmaktadir, baz1 populasyonlarda heterozigot
allel siklig1 %1.5 olarak tahmin edilmis olup baska toplumlarda bu mutasyon ¢ok
nadir veya hi¢ yoktur [121]. CHEK?2 geninin kinaz aktivitesinin bozulmasi olasilikla
meme kanserine sadece neden olmakla kalmaz ayni zamanda meme kanseri
sagkalimimi ve adjuvant terapisini de etkiledigi diisiiniilmektedir [122]. Bu mutasyon
bir erken dur kodon olusturmakta ve heterozigot tasiyicilarda daha az CHEK?2
mRNA ifadesine neden olmaktadir. BRCAI/2 patojenik mutasyonu tasiyanlarda
1100delC mutasyonu varligi meme kanser riskini degistirmemektedir [121].

CHEK2 c.1111C > T (p. H371Y) mutasyonu CHEK2 kinaz domaininin
aktivasyon bolgesinde gerceklesmekte ve bu sebeple CHEK2 aktivitesini ¢ok
azaltmaktadir [123]. Cin’li kadinlarda bu mutasyon meme kanseri riskini 2.43 kat
arttirmaktadir[122].

p-S428F yanlis anlamli mutasyonu sadece Ashkenazi popiilasyonunda
goriilmektedir ve sikliginin %2.88 oldugu tahmin edilmistir [124].
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p. le157Thr (c.470T>C) varyanti FHA domainde ve ekzon 3’te lokalizedir.
Bu mutasyon da meme kanseri ile iligkilidir ancak olusan risk, 1100delC allelinin
olusturdugu riske gore daha azdir [117]. Bu mutasyon sonucu ile p53, BRCA1 ve
Cdc25A’ya CHEK2 baglanmasi ciddi bir sekilde hasar gormektedir. Ile157Thr
stabilitesi yiiksektir ve yabanil tip ile dimer olusturmaktadir. CHEK2 geninin
iyonizasyona karsi yanit olusturmasina engel olmaktadir [125].

IVS2+1 G>A ekleme birkma mutasyonudur ve Polonya toplumunda meme
kanseri riskini iki kat arttirmaktadir, sikliginin %]1.1 oldugu tahmin edilmistir.
Almanya’da ise siklig1 daha azdir [126].

CHEK?2del5395 ekzon 9 ve 10’un kaybina neden olan mutasyonunun Cek,
Slovak ve Polonya toplumlarinda sikligi 9%0.9-1.3 olarak bildirilmis olup meme
kanseri riskini iki kat attirdig1 belirtilmistir. Bu mutasyon Hollanda toplumunda ¢ok
yaygindir [124, 127].
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GEREC VE YONTEMLER

Bu c¢alismada ailesel hastalik 6ykiisii géz oniine alinarak yiiksek risk grubu
birey olarak degerlendirilen meme ya da over kanseri tanisi almis ve BRCAI ve
BRCA2 genlerinde tiim gen dizi analizi yapilmis ancak herhangi bir patojenik
mutasyon saptanamamis olan olgulardan birbiri ile akrabalik durumu olmayan 12
olgu ¢alismaya dahil edildi.

Birinci ya da ikinci derece akrabalari arasinda kendisi disinda en az iki ya da
daha fazla kiside meme, over, prostat yada diger kanser tanis1 almis bireyler yiiksek
risk grubu olarak degerlendirildi.

BRCA1 ve BRCA2 dizi analizi ile mutasyon taramasi ¢aligmalar1 anabilim
dalimizda rutin olarak yapilmaktadir. Sonucu negatif ¢ikan ve arastirma kritelerini
saglayan olgulardan arastirmaya katilmak isteyen bireylerden yazili ve imzali izin
alinan, olgularda Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu (PZR) ve DNA dizi analizi
temelli ¢aligma gergeklestirildi. Aragtirma kapsaminda PTEN geni ekson 2,3,5,6,7,8
bolgeleri, pS3 geni ekson 4,5,6,7,8,9 bolgeleri, CHEK2 geninin ise tiim kodlayict
ekson bolgeleri (2-15. eksonlar) DNA dizi analizi yontemi ile tarandi. DNA dizi
analizi icin 6zgiil primerler ile ilgili gen bolgeleri amplifiye edilip, floresan isaretli
boya sonlandiricist ile Sanger yontemi temelli ¢alisma gergeklestirildi, Otomatik
kapiler elektroforezi ile 6rnekler yiirtitiildu. Sonuglar NCBI veritabanina gore analiz
edildi.

3.1.  Periferal Kandan DNA Izolasyonu
Calismaya dahil edilen hastalarin periferal kan 6rnekleri K3EDTA’ tiiplere
alinarak tuzla ¢oktiirme (salting-out) yontemiyle DNA izolasyonlar1 gergeklestirildi.

3.1.1 Kullamlan Maddeler
Eritrosit Lizis Tamponu
155 mM NH4CI (Sigma)
10 mM KHCO3 (Sigma)
0.5 M EDTA (Sigma)

500 ml lizis tamponu hazirlamak i¢in 4.14 g NH4CI (Sigma), 0.5 g KHCO3
(sigma) ve 2 ml EDTA (sigma) 500 ml bidistile suda ¢oziildii. Soliisyonlar otoklavda
steril edildi ve +4°C’de saklandu.

EDTA (0.5M, PH=7.4): 18.61 g EDTA (sigma) 100 ml bidistile su i¢erisinde
¢oOziildii. Soliisyonun pH’sim1 ayarlamak icin NaOH c¢ozetisi kullanildi. Oda
sicakliginda saklandi.
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Lokosit Lizis (WBL) Tamponu
10M NaCl (Merck)

0.5M EDTA (Sigma)

0.1 M NaCl soliisyonu hazirlamak igin, 23.4 g NaCl, 100 ml bidistile suda
¢oziildii ve otoklavlandi. 100 ml WBC tamponu hazirlamak i¢in 0.1M NaCl’den 2.5
ml, 0.5 M EDTA’dan 5 ml alind1 ve stril bidistile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Soliisyonu (%10’luk)
10 g SDS (Boehringer Mannheim) tartilarak, 100 ml bidistile suda
¢oziildiikten sonra 0.22 um’lik filtereden (costar) gecirildi ve steril edildi.

Proteinaz K Soliisyonu
100 mg proteinaz K (Boehringer Mannheim) 10 ml Tris-HCl (1 mM,
pH7.5)’de ¢oziildi.

Amonyum Asetat (AmAc) Soliisyonu (9.5 M)

36.613 g AmAc (sigma) tartilarak, 15 ml steril bidistile suda ¢ozildii.
Tamamen ¢oziildiikten sonra son hacim 50 ml’ye tamamlandi.
3.1.2. islemler

1. K3EDTA igeren (Venoject) tiipler 10 ml periferal kan 6rnegi alind.

2. Tiip alt-iist edilip igerisindeki kan homejeneze edildikten sonra 50 ml’lik
steril santrifijj tiiptine (Cellstore) aktarild.

3. Uzerine 30 ml (1:3 oraninda) lizis tamponu eklenerek vorteks (Niive)
yardimi ile homojineze edildi.

4.20 dk -20°C’de bekletildi.

5. 1500 rpm’de, +4°C’de 10 dakika sogutmali santrifiijde (sigma) santrifiij
edildi.

6. Dokelti atildi, c¢okelti once el yardimi ile vurarak sonra santrifiij ile
homojenize edildi.

7. Uzerine 20 ml seviyesine kadar tekrar lizis tamponu eklendi vorteks ile
homojenize edildi.

8. 5 dakika -20°C’de inkiibe edildi
9. 1500 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi

10. Dokelti atildi, elle vurarak kaldirildi.Vorteks ile homojinize edildikten
sonra iizerine 9,4 ml WBL tamponu eklendi.

11. Karigima 500ul %10°Tuk SDS ve 100ul proteinaz K eklendi.
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12. Kapag kapatilan ve karigimi igeren 50 ml’lik tiip, 37°C’de gece boyu
inkiibe edildi.

13. Inkiibasyon sonras1 her 1 ml i¢in 370 ul 9.5 M AmAc eklendive vorteks
yardimi ile iyice homojinize edildi.

14. 5000 rpm’de 25°C’de 30 dakika santrifiij edildi.

15. Ust faz yeni bir steril 50 ml’lik santrifiij tiipiine alinarak, {izerine 1:2
oraninda %96 soguk etanol eklendi. Tip alt iist edilerek DNA’nin ¢oktiiriilerek
goriiniir hale gelmesi saglandi.

16. Coken DNA, pipet ucu ile alind1 ve iginde 500 pl, %70’lik etanol bulunan
ependorf tiipiine birakilarak yikandi.

17. 13000 rpm’de 25°C’de 10 dakika santrifiij edildi.

18. Dokelti bosaltilip, ependorf tiipiin kapag1 acik birakilarak, 37°C’de etiive
konularak alkol kurutuldu.

19. DNA 150 pl steril bidistile suda ¢oziilerek, ¢alisincaya kadar +4°C’de
saklandi

3.3. DNA Miktarimmn Olgiilmesi

Akdeniz Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik béliimiine ait olan nano drop
1000 (V.3.7) spektrofotometre ile tiim hastalara ait DNA miktarlar1 ve safliklarn
olcildi.

3.4. PCR Amplifikasyonu

3.4.1. CHEK2

CHEK2 geninde tiim kodlama yapan ekzonlar (ekzon2-ekzonl5) incelendi.
Bu amagla ekzon 2-11-12-15 i¢in 6nceki ¢aligmalarda kullanilan primerler [128]
kullanildi ve kalan ekzonlar igin (ekzon 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 13,14) uygun bir ¢ift
primer tasarlandi.Primer tasarimi icin NCBI sitesinde online primer tasarlama
programi kullanildi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/index.cgi?ORGANISM=9606 & INP
UT_SEQUENCE=NG_008150.1&LINK LOC=nuccore&PRIMERS START=5001
&PRIMER3 _END=59092) .

CHEK2 igin tasarlanmig ve kullamlmis primer dizileri c¢izelge 3.1.’de
verilmigtir.
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Cizelge 3.1. CHEK?2 geninin ekzonlarinin primerleri, ekzon 2-15

Ekzon 2 Dizi (5'->3")
F-primer GAACTATAGGTCTGGGCTGTTAGG
R-primer TCCACCTGGTAATACAACTTTCTG
Tm 57
Ekzon 3 Dizi (5'->3")
F primer ACTGCCATTTGTTAAACTCATTGGT
R primer CGCCCAGCAACTTACTCATC
Tm 60
Ekzon 4 Dizi (5'->3")
F primer ACTGGTTTGGGAGGGACAAAA
R primer CAATGCAACTAGGACGGCAAA
Tm 60
Ekzon 5 Dizi (5'->3")
F primer CTGTTGTAAATCTGCATGGGCA
R primer ATTAGTTGTGCATGGTGCTGC
Tm 60
Ekzon 6 Dizi (5'->3")
F primer TGCTGGGCTCAGAAATGGAA
R primer GCAGGGGGTTATTCCTGAGTT
Tm 60
Ekzon 7 Dizi (5'->3")
F primer TGTGGAGACTAGGGCAAGTG
R primer AGCTAGGCATGTGTGTGAATG
Tm 60
Ekzon 8 Dizi (5'->3")
F primer TGCTCTGGGGTAGTGAGGAA
R primer ACCCACAGTTATGGTGAGCC
Tm 60
Ekzon 9 Dizi (5'->3")
F primer GCCTCCAATGCCCAATCCTT
R primer TTTCTCTTAAGCTACACAGTGAGAG
Tm
Ekzon10 Dizi (5'->3")
F primer TCTGCTGTGTGAAGAGTTGT
R primer TCGTCCATTTAGACCCCTCCT
Tm 60
Ekzonl11 Dizi (5'->3")
F primer TTAATTTAAGCAAAATTAAATGTCC
R primer GGCATGGTGGTGTGCATC
Tm 54
Ekzon 12 Dizi (5'->3")
F primer GCTGGGATTACAAGCCTAAGG
R primer GAAGAAACTCCCACCACAGC
Tm 69
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Ekzon 13 Dizi (5'->3")
F primer AGCAACAAGAGAGGGAACAGG
R primer GTTGTAACCCATCCTCCAAGATAC
Tm 60

Ekzon 14 Dizi (5'->3")
F-primer TGGTCCGGGAAGGATTTGAG
R-primer GATGACAATCCCTAGCTGTGCT
Tm 60

Ekzon 15 Dizi (5'->3")
F primer CCCCCACTTTACTGGAAGC
R primer GCAAAACCCTGTCTCTACAAAAT
Tm 64

CHEK?2 geni amplifikasyonunda kullanilan PCR igerekleri ¢izelge 3.2.°de

gosterilmektedir.

Cizelge 3.2. CHEK? genin amplifikasyonu i¢in kullanilmig malzemeler

Icerigi Miktar pl
Buffer (10x) 2.5
Mgcl2 (mM) 2-3.5
dNTP (10mM) 0.5

Ileri primer (10 pM) 0.5

Geri primer (10 pM) 0.5

Taq polimeraz (5U/ pl) 0.15
dH20 farkli
DNA (20 ng/ul-30 ng/ul) 2.5

CHEK?2 geninin ekzonlarin1 amplifiye etmek i¢in kullanilan PCR kosullar

cizelge 3.3.’te sunulmustur.

Cizelge 3.3. CHEK? geninin ekzonlarini amplifiye etmek i¢in kullanilan PCR kosullari
Asama Agiklama Sicaklik Zaman
1 Denaturasyon | 94°C 5dk
2 Amplifikasyon | 94 °C 45s
35-42 dongii 58-69°C 45s
72 °C 1 dk
72 °C 7 dk
3 Bekleme 4°C Sonsuz
3.4.2. PTEN

PTEN amplifikasyonu GML ( Altendorf, Switzerland) Seqfinder Sequencing
System PTEN KIT (REF: 149010D) kullanildi. Uritici fimanin Onerisine gore

kullanilan PCR igerikleri ¢izelge 3.3’te sunulmustur.
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Cizelge 3.4 PTEN geninin ekzonlarim amplifikasyonunda kullanilan PCR Igerikleri

Icerigi ul

GML PCR miks 7.5
GML taq pol. 0.2
PTEN primer miks 2.0
GML enhancing tampon 2.0
Distile su 2.0
Genomik DNA (20-60 ng/ ul 2.0
Toplam 15

PTEN genin amplifikasyonunda kullanilan PCR kosullan ¢izelge 3.4. te
sunulmustur.

Cizelge 3.5. PTEN geni i¢in PCR kogullar

Asama | A¢iklama Sicaklik | Zaman
1 Aktivasyon 96°C 5dk
2 Amplifikasyon | 95 °C 45s
40 dongii 60 °C 1dk
72 °C 1dk
3 Son uzama 72 °C 7 dk
4 Bekleme 4°C Sonsuz
3.4.3.TP53

Amplifikasyon icin GML ( Altendorf, Switzerland) Seqfinder Sequencing
System P53 KIT (REF: 148022 ve 148025) kullanildi. PCR igerikleri cizelge 3.5. te
sunulmustur.

Cizelge 3.6. TP53 geni i¢in PCR igerikler

Ierigi Miktar (ul)
GML PCR miks 7.5
GML taq pol. 0.2
TP53 primer miks 2.0
GML enhancing tampon 2.0
Distile su 2.0
Genomik DNA (20-60 ng/ pl 2.0
Toplam 15

TP53 geni icin PCR kosullar ¢izelge 3.6. da verilmistir.
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Cizelge 3.7. TP53 geni i¢in PCR kosullari

Asama | A¢iklama Sicaklik | Zaman
1 Aktivasyon 96°C 5 dk
2 Amplifikasyon | 95 °C 45s
40 dongii 60 °C 1dk
72 °C 1dk
3 Son uzama 72 °C 7 dk
4 Bekletme 4°C Sonsuz

3.5  PCR Uriinlerinin Kontrol Edilmesi

PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Jel hazirlamak icin agaroz (
Applichem lot: 0D002474) ve TBE kullanildi. 10x TBE hazirlamak i¢in 216 gr Tris,
110 gr Borik Asit, 18.6 gr EDTA ve bidistile su ile 2 litreye tamamlanarak ¢oziildii.
Kullanim i¢in 10x TBE 1x olacak sekilde bidistile su kullanarak seyreltildi.

3.6  PCR Uriinlerininin Purifikasyonu

PCR iiriinlerinin saflastirmasi purifikasyonu i¢in exosap kullanildi. Her Sul
PCR iiriinii i¢in 2pl exosap kullanildi ve exosap PCR protokolii uygulandi. Protokole
gore enzim inkubasyonu i¢in 37°C’ta, 30 dakika, enzim inaktivasyonu i¢in 80°C’ta,
15 dakika tutuldu.

3.7 Big Dye Reaksiyonu
Boya sonlandiricisi olarak “Big dye” kullanildi. Amplifikasyon protokolii

cezilge 3.8’de amplifikasyon kosullar ¢izelge 3.9’da sunulmustur.

Cezilge 3.8. Big dye agsamasinin igerigi.

Icerigi Miktar (ul)
Big dye

Dizileme Tamponu
F/R-primer

Distile Su

PCR firiinii

NN

Cizelge 3.9. Big dye PCR’1n kosullari.

Asama | Agiklama Sicaklik | Zaman

1 Aktivasyon 96°C 1 dk

2 Amplifikasyon | 96 °C 10s
40 dongii 50°C 5s

3 Son uzama 60 °C 4dk

4 Bekletmek 4°C Sonsuz
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3.8 Bigdye ile Muamele Edilmis Uriinlerinin Purifikasyonu

Bu asamada sephadex (GML, Altendorf, Switzerland) kullanildi. Her 6rnek
icin 700 pl hazirlanmig sephadex filter kolona eklendi. Sonra 4500 rpm’de 3 dk
santrifiij yapildi, sonra supernatan atildi ve elde edlilen sephadex kolona ornekler
yiiklendi. Sonra yine 4500 rpm’de 3dk santrifiij yapildi. Kolondan gegen 6rnekler
otomatik kapiler eletroforezi cihazina yiiklendi. Sephadex hazirlamasi ig¢in 1gr
sephadex tuzu 14ml distile suya eklendi ve yaklasik 30 dk yavasca calkalandi.

3.9. Analizler
Dizilerin analizi i¢in 6zel programlar kullanilda.

3.9.1. Seqanalysis
Ham verilerin analizinde elektroforogramin incelemesinde Seqanalysis
(v.3.1) programi kullanildi.

3.9.2. Chromas Lite
Elektroforogramin ve fasta formatinda verilerin incelemesi Chromas Lite (v.
2.1.1) kullanarak gergeklestirildi.

3.9.3. Blast
Fasta formatinda inceledigimiz dizi ile referans dizilerin karsilastirilmasinda
“blast” programi kullanildi. Bu programin web adresi asagida sunulmustur.

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST SPEC=
blast2seq&LINK LOC=align2seq

TP53 i¢in NCBI referans dizi: NG _017013.2°dir. PTEN i¢in NCBI referans
dizi: NG_007466.2’dir. CHEK? igin NCBI referans dizi: NG_008150.1dir.
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BULGULAR

4.1 Olgular
Calismaya dahil edilen 12 hastaya ait pedigriler sekil 4.1-4.12 sunulmustur.
Olgularin tanisi, tan1 yasi ve bulunan mutasyonlari tablo 4.1’de sunulmustir.

4.2  Saptanan Mutasyonlar

Tiim olgularinda 7P53, PTEN ve CHEK? genlerinin incelenmesi sonucunda
saptanan mutasyonlar1 daha detayli tablo 4.2’de sunulmustur. Ayrica saptanan
mutasyonlarin elektroforegrami da sekil 4.13-4.16’da sunulmustur.
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Cizelge 4.1 olgularin tanisi, tan1 yas1 ve bulunan mutasyonu

Hasta | Tanisi Tan1 Bulunan Mutasyon

No Yasi TP53 PTEN CHEK?2

1 Bilateral Meme | 43 Yas- | NG_017013.2:2.16397C>G NG 007466.2:2.102452 102453delTT

Kanseri 47 Yas NM _000546.5:¢.215C>G NM 000314.6:¢.802-4 802-3delTT

NP_000537.3:p.Pro72Arg ((Homozigot))
(Homozigot)

2 Meme Kanseri | 53 Yas NG 017013.2:2.16397C>G NG _007466.2:2.102452 102453delTT
NM_000546.5:¢.215C>G NM_000314.6:c.802-4_802-3delTT
NP_000537.3:p.Pro72Arg (Heterozigot) -
(Homozigot)

3 Meme Kanseri | 55 Yas NG 017013.2:2.16397C>G NG _007466.2:2.102452 102453delTT
NM_000546.5:¢.215C>G NM _000314.6:¢.802-4 802-3delTT
NP_000537.3:p.Pro72Arg (Heterozigot) -
(Homozigot)

4 Mame Kanseri | 52 Yas NG _017013.2:2.16397C>G NG_007466.2:2.102452_102453delTT
NM_000546.5:¢.215C>G NM_000314.6:c.802-4_802-3delTT
NP_000537.3:p.Pro72Arg (Heterozigot) -
(Homozigot)

5 Bilateral Meme | 42 Yas NG _017013.2:2.16397C>G NG_007466.2:2.102452_102453delTT

Kanseri NM_000546.5:¢.215C>G NM_000314.6:c.802-4_802-3delTT

NP_000537.3:p.Pro72Arg (Heterozigot) -
(Homozigot)

6 Meme Kanseri | 39 Yas NG _017013.2:2.16397C>G NG_007466.2:2.102452_102453delTT

NM_000546.5:¢.215C>G
NP_000537.3:p.Pro72Arg
(Homozigot)

NG_017013.2:2.17658G>A,
NM_000546.5:c.638G>A

NP_001119584.1:p.Arg213GIn

(Heterozigot)

NM_000314.6:¢.802-4_802-3delTT
(Heterozigot)
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7 Meme Kanseri 47 Yas NG_017013.2:2.16397C>G | NG_007466.2:2.102452_102453delTT | NG _008150.1:g.21736T>C
NM_000546.5:¢.215C>G NM_000.3 14.6:c.802-4_802-3delTT NM_001257387.1:¢.-308T>C
NP_000§37.3.p.Pr072Arg (Heterozigot) NP_009125.1:p.lle157Thr
(Homozigot) .

(Heterozigot)

8 Meme Kanseri 40 Yas NG_017013.2:2.16397C>G | NG_007466.2:2.102452_102453delTT
NM_000546.5:¢.215C>G NM_000314.6:¢.802-4_802-3delTT
NP_000537.3:p.Pro72Arg (Heterozigot)
(Homozigot)

9 Meme Kanseri 40 Yas NG_017013.2:.16397C>G | NG_007466.2:2.102452_102453delTT
NM_000546.5:¢.215C>G NM_000314.6:¢.802-4_802-3delTT
NP_000537.3:p.Pro72Arg (Heterozigot) -
(Homozigot)

10 Bilateral Meme | 45 Yas NG_017013.2:.16397C>G | NG_007466.2:2.102452_102453delTT

Kanseri NM_000546.5:¢.215C>G NM_000314.6:¢c.802-4_802-3delTT

NP_000537.3:p.Pro72Arg (Heterozigot) -
(Homozigot)

11 Meme Kanseri 55 Yas NG_017013.2:.16397C>G | NG_007466.2:2.102452_102453delTT
NM_000546.5:¢.215C>G NM_000314.6:¢.802-4_802-3delTT
NP_000537.3:p.Pro72Arg (Heterozigot)
(Homozigot)

12 Meme Kanseri 54 Yas NG_017013.2:2.16397C>G | NG_007466.2:2.102452 102453delTT

NM_000546.5:¢.215C>G
NP_000537.3:p.Pro72Arg
(Homozigot)

NM _000314.6:¢.802-4 802-3delTT
(Heterozigot)
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Cizelge 4.2. Saptanan mutasyonlarin detaylar

Saptanan Mutasyon Gen Ekzon/Intron Saptanan Olgu Heterozigot/Homozigot
NG 017013.2:2.16397C>G TP53 4. Ekzon Tiim Olgular Homozigot
NM_000546.5:¢.215C>G

NP_000537.3:p.Pro72Arg

NG _017013.2:2.17658G>A TP53 6. Ekzon 6. Olgu Heterozigot

NM 000546.5:c.638G>A

NP 001119584.1:p.Arg213Gln

NG_007466.2:2.102452_102453delTT | PTEN 8. Intron Tiim Olgular Heterozigot
NM_000314.6:¢.802-4 802-3delTT

NG_008150.1:2.21736T>C CHEK?2 4. Ekzon 7. Olgu Heterozigot

NM_001257387.1:¢.-308T>C
NP_009125.1:p.1le157Thr
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Sekil 4.13. TP53 genin 4. ekzonunda g.16397C>G, ¢.215C>G, p.Pro72Arg, homozigot degisimi. Tleri
dizi
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Sekil 4.14. TP53 genin 6. ekzonunda, NG_017013.2:g.17658G>A, NM_000546.5:c.638G>A
NP_001119584.1:p.Arg213Gln, heterozigot degisimi. Geri dizi

('" |'|\ “

Sekil 4.15. TP53 genin 6. ekzonunda, NG_017013.2:2.17658G>A, NM_000546.5:c.638G>A
NP_001119584.1:p.Arg213Gln, heterozigot degisimi. Tleri dizi
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Sekil 4.16. PTEN genin 8. intronunda g.102452 102453delTT, ¢.802-4 802-3delTT, heterozigot
degisimi, ileri dizi.

Sekil 4.17. PTEN genin 8. intronunda g.102452 102453delTT, ¢.802-4_802-3delTT, heterozigot
degisimi, geri dizi.
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Sekil 4.18. CHEK2 genin 4. ekzon g.21736T>C (p.lle157Thr), heterozigot degisimi, ileri dizi.
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TARTISMA

Meme kanseri, diinya capinda ve Tirkiye’de kadinlar arasinda en sik
gbzlenen malignansidir (1). Znaor ve ark., tarafindan yapilan ¢alismada, Tiirkiye'nin
de aralarinda oldugu sekiz farkli glineydogu Avrupa iilkesinin kanser kayitlar
incelenmis olup, kadinlarda en sik goézlenen kanser tiiriiniin %25 siklikla meme
kanseri oldugu gosterilmistir. Ayrica yine aym ¢alismada, kadinlarda kanser nedeni
ile oliimlerinin %16,9'unun meme kanseri nedeni ile oldugu belirtilmistir [119].
Meme ve over kanserlerinde kalitsal yatkinlikta bilinen en 6nemli nedenlerin basinda
BRCAI ve BRCA2 genlerinin mutasyonlar gelmektedir. Ancak, BRCAI ve BRCA2
gen mutasyonlar1 tiim ailesel meme kanserli olgularm yarisindan daha azinda
saptanmaktadir. Meme kanserlerinin yaklasik %5-10"u kalitsaldir. BRCA1/2 kalitsal
meme kanserlerinin sadece %15-%20’sinden sorumludur [113]. Meme kanserinin
genetigi karmasik ve cok faktorlii olup, gelisiminde bir¢ok genin rol oynadigi
belirlenmistir [129]. BRCAI ve BRCA2 genleri disinda ailesel meme kanserleri ile
iliskili cok sayida gen bildirilmistir. Bunlarin igersinde p53, pTEN, CHEK2, ATM,
MLHI, MSH?2 gibi genler 6ne ¢ikmaktadir [130]. Daha 6nce Tiirk gruplarin yaptigi
caligmalarda toplumumuzda yiiksek risk grubu meme/over kanseri hastalarinda
BRCAI ve BRCA2 genlerinde mutasyon saptanma oraninin ortalamast %10'dan daha
azdir [32, 126, 131-133]. Bu nedenle, toplumumuzdaki kalitsal meme kanseri olan
ailelerin %90'indan daha fazlasinda BRCA dis1 diger genlerin rol oynadigi
diistiniilmektedir. TP53 mutasyonu Li-Fraumeni sendromu ile iliskilidir, PTEN geni
de PTEN hamartuma sendromu (Cowden sendrumu da dahil olamak {izere) ile
iligkilidir ve CHEK2 de Li-Fraumeni ve Li-Fraumeni’ye benzer (LFL) sendromla
iligkili oldugu i¢in {i¢ 6nemli aday gen olarak belirlenmektedir.

Meme kanserine yol acan bu genlerden biri olan 7P53 geninin kalitsal
mutasyonlarima meme kanserinde ¢ok siklikla rastlanmaktadir, 6zellikle {iglii negatif
(triple negatif) meme kanserinde 7P53 mutasyonlart ¢ok yaygindir. P53 geni
mutasyonlar;, ¢ogunlukla meme kanserleri ve yumusak doku sarkomalarinin
gozlendigi ailelerde belirlenen Li-Fraumeni sendromuna yol agmaktadir. Li-
Fraumeni sendromunda gozlenen diger timdrler arasinda osteosarkoma, l6semi,
beyin tiimorleri, adrenokortikal tiimorler, akciger, pankreas ve cilt kanserleri de yer
almaktadir. Bireylerde, kanserin ortaya ¢ikma yasi cogunlukla erken yaslar olup,
coklu primer tiimorlere de rastlanmaktadir[134]. Cogu mutasyonlar DNA’y1 taniyan
ve baglayan aminoasitlerin oldugu bolgeleri etkilemektedir. Mutasyonlar 6zellikle
ekson 5-8 de bulunmakta olup, genellikle nokta mutasyonlaridir, tiimdrlerde
mutasyon orant %93,6 dir [41]. P53’lin germline mutasyonlarmin sebep oldugu Li—
Fraumeni sendromu (LFS) nadir, kalitsal kanser sendromudur [55, 135]. P53 geninde
germline mutasyon tasiyan bir kadinda 60 yasina kadar meme kanseri olma riski
%49 olarak bildirilmistir [136]. Hem kadinlar i¢in hem de erkekler i¢in kanser olma
riski ise 40 yasa kadar %52, 50 yasa kadar %80 olarak tahmin edilmis olmakla
birlikte, kadinlar i¢in bu riskin %100 olarak bildirildigi bir ¢alisma da bulunmaktadir
[69, 137, 138].
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Tiirkiye’de p53 ile iligkili cok az sayida yaymn bulunmaktadir. Erdener ve ark.
nin yaptig1 calismada P53 abnormaliteleri bilateral meme kanserli hastalarin parafine
gomiilii dokularinda arastirilmig ve p53 abnormalitelerinin proliferasyon ve ¢ekirdek
hacmi ile iligkili oldugu gosterilmistir [139]. Tiirk olgularda germ hatt1
mutasyonlarm arastirildign bir ¢alismada ise 68 aile incelenmis, p53 ve BRCA1/2
genlerinde mutasyon analizi yapilmig ve sonu¢ olarak, 3 Li-Fraumeni sendromlu
ailede germline P53 mutasyonlar1 (Lys292lle, Pro278Ser vePro278Thr) bulunmustur
[140]. Baska bir calismada ALL ve adenokortikal karsinoma tanisi olan bir cocuga
sahip ailede p53 geninde p. Arg337pro mutasyonu varligi bildirilmistir [141].

Bu calismada birbiri ile akraba olmayan meme kanseri tanisi almig ve
BRCAI/ BRCA2 genlerinde kalitsal mutasyon bulunmayan 12 hastada kalitsal P53
mutasyonlar1 incelendi. P53 genin mutasyonel hotspot bolgeleri olan ekzon 4-9
bolgeleri analiz edildi, tim olgulardka NG _017013.2:2.16397C>G,
NM _000546.5:¢.215C>G, NP_000537.3:p.Pro72Arg homozigot olarak saptandi ve
6. olguda NG _017013.2:2.17658G>A, NM_000546.5:c.638G>A,
NP _001119584.1:p.Arg213GlIn degisimi heterozigot olarak belirlendi.

Olgularimizda bulunan ¢.215C>G (p.Pro72Arg) polimorfizmi p53 geninin 4.
ekzonunda bulunmaktadir. Bu polimorfizmin meme kanserini etkiledigine iliskin
degisik caligmalar vardir. Kiruthiga Perumal Vijayaraman ve ark. Hindistan’da 50
meme kanserli kadin ve 50 saglikli kadin (kontrol grubu) incelemeleri sonucunda bu
polimorfizmin meme kanserin riskine her hangi  bir etki gostermedigini
savunmustur, bu ¢alismaya gore allel frekanslar1 su sekilde gosterilmistir : Arg/Arg
siklig1 hastalarda %28 ve kontrollerde %18, Arg/Pro frekansi %56 kontrollerde ve
%66 hastalarda, Pro/Pro %8 kontrollerde ve %8 hastalarda [133]. Baska bir
calismada 204 primer meme kanserli Tiirk hasta ve 192 sagilikli kontrol grubu
secilmistir. Bu calismaya gore Arg/Arg, Arg/Pro, Pro/Pro frekanslar sirasiyla
hastalarda 51.7%, 41.4%, ve 6.9% ve kontrollerde 42.6%, 47.3%, ve 10.1% olarak
saptanmis ve yine bu polimorfizm ve meme kanseri riski arasinda anlamli bir
baglant1 bulunmamigtir [142]. Ancak bizim ¢aligmamizda 12 hastada Arg/Arg alleli
bulunmaktadir (%100). Bizim hastalarimizin yas araligi 39-55 yas olup kanser
asamasi acisindan da ilerlemis asamay1 kapsar.

6 numarali olgumuzda NG _017013.2:2.17658G>A,
NM 000546.5:c.638G>A NP _001119584.1:p.Arg213GIn degisimi bulunmaktadir.
Bu mutasyon meme kanseri ile iliskilidir. Bu mutasyon invitro’da P53’lin
inaktivasyonuna neden olamaktadir. Marie’lle W.G. Ruijs ve ark. tarafindan
(2006)15 LF ve LFL sendromundan etkilenen aileyi incelenmis ve 12 ailede
p.Arg213GIn mutasyonu bulunmustur, bu ailelerin hi¢ birisinde erken yaslarda
kanser vakasi bulunmamigtir. Bu sebeple bu mutasyonun kanserin geg¢ ortaya ¢ikmasi
ile iliskili oldugu disiiniilmektedir [145]. Bu mutasyon Tiirk populasyonunda énemli
bir patojenik degisim olabilir bu nedenle sikligin1 belirtmek i¢in daha fazla arastirma
yapilmasina gerek var dir. PolyPhen tahminlerine gére bu mutasyon islev bozucu bir
mutasyondur.

Meme kanseri ile iliskili bir diger gen ise “Protein Tirozin Fosfataz ve Tensin
homologu” ya da “PTEN” olarak adlandirilmis olan gendir. Glioblastoma, meme ve
prostat kanserlerinde tiimor baskilayici olarak rol oynar [143]. Kalitsal PTEN
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mutasyonlar1 ise PTEN hamartom tiimor sendromu (PHTS) ile iligkilidir. PHTS
genel bir terimdir ve bir ka¢ hastaligi kapsar bunlardan en Onemlisi Cowden
sendromudur (MIM 158350), bu hastalik yetiskinlerde goriiliir, Bannayan—Riley—
Ruvalcaba sendromu ise [BRRS (MIM 153480; ref. 3)] cocuklarda gorilir [85].
Cowden sendromu (CS) otozomal dominant bir hastalik olup mukokutendz
lezyonlar, sistemik hemartomalar ve c¢ok sayida meme-tiroid, genito-urinary, ve
endodermal kanser olgulan ile goriilmektedir[86]. Hayat boyunca meme kanseri
olma ihtimali Cowden sendromlu bir kadin igin %25-%50 olarak tahmin
edilmektedir [144]. PTEN mutasyonlarinin insan kanserlerinde 6n plana gegerek
P53’ten daha etkili olabilecegi bildirilmistir [88] . Homolog kromozomlarda
bulunan her iki allelinde islev kaybi kontrolsiiz hiicre proliferasyonuna yol
agmaktadir (35). Meme kanserlerinin %10 unda aktif olmayan PTEN bulunmustur
[145].  Germline mutasyonlar biitiin PTEN geni boyunca goriilebilse de,
mutasyonlarin biiyiik cogunlugu ekzon 5, 7, ve 8 bdlgelerinde bildirilmistir [91].

Tiirkiye’de yapilan bir aragtirmada prostat tiimorlerinin %49’unda PTEN
kayb1 bulundugu gosterilmistir [146]. Bir diger arastirmada ise PTEN IVS4
polimorfizmleri ve gastrik kanser riski iligkisi incelenmis ve gastrik kanser riski ile
baglant1 bulunmustur [147]. Diger bir calismada HER2 ve PTEN polimorfiz

mleri ve meme kanseri ile iligkisi incelenmis, PTEN genin IVS4’te bir
polimorfizm,NG 007466.2:2.72759 72760insATCTT,NM_000314.4:c.253+108 25
3+109insATCTT (rs 3830675) meme kanseri riski agisindan onemli oldugu tespit
edilmistir [148]. Baska c¢alismada ise bir Cowden sendromlu bir Tiirk kadin
olgularinda yapilan mutasyon taramasi sonucunda intron 5 te IVS5-2A > C
mutasyonu saptanmistir [149].

Bizim calismamizda tiim hastalarda intron 8’de g.102452 102453delTT,
c.802-4 802-3delTT degisimi homozigot durumda bulunmustur. Bu polimorfizm
hakkinda kaynaklarda meme kanseri ile iligkisi de dahil olmak iizere ¢ok fazla bilgi
bulunmamaktadir. Ancak bu delesyon ekzonik bolgeye yakin oldugu i¢in dnemli
olabilir, daha kesin bir yorum yapmak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi
gerekmektedir. Ozellikle bu polimorfizmin kontrol ve hasta gruplarinda sikligmin
saptanmasi gerekmektedir.

CHEK?2 geni bir G2 chekpoint kinazi kodlar, bu protein DNA tamirinde
onemli rol oynamaktadir [116]. DNA hasarinda, bu proteinin aktivasyonu hiicrenin
mitoza girigini engeller. Aktif olmus CHEK?2 hiicre sikliisiiniin 6nemli proteinlerini,
p33 (MIM 191170), Cdc25C (MIM 157680),Cdc25A (MIM 116947) ve BRCAL1'i
(MIM 113705) fosforile ederek hiicre dongiisiinii durdurup DNA tamirini saglar[114,
116, 150] .

CHEK2’de , bir erken sonlanma mutasyonu olan 1100delC (exon 10’da),
meme kanseri riskini iki kat arttirmaktadir, bu oran eger birinci derece akrabalarda
meme kanseri tanisi var ise daha da fazladir. Bu delesyon, proteinin kritik bolgesinde
olmas1 nedeni ile proteinin kinaz islevini kaybetmesine yol agmaktadir [118].

CHEK? geninde bagka 6nemli mutasyon ¢.470T>C (p.1157T) mutasyonudur.
Bu mutasyon bu genin FHA domainde ve ekzon 3’te lokalizedir. Bu mutasyon da
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meme kanseri ile iligkilidir ancak olusan risk, 1100delC allelinin olusturdugu riske
gore daha azdir [151].

Tirk populasyonunda sadece bir ka¢ arastirma yapilmistir. Bir ¢alismada
CHEK?2 1100delC, IVS2+1G>A ve [157T mutasyonlar1 611 Tiirk olguda incelenmis,
bu calismada kan oOmekleri incelenmistir ve bu mutasyonlar ile Hepatocellular
carcinoma (HCC) arasinda iliski aragtinlmis olup, taranan olgularda herhangi bir
degisim saptanmamistir [152]. Baska bir aragtirmada BRCAI! ve BRCA2 yeniden
diizenlenmeleri ve ayrica CHEK2 ,1100delC mutasyonu, meme ya da yumurtalik
kanseri tanis1 almig 50 olguda incelenmis, sonucta 1100delC mutasyonu ve BRCA1/
BRCA2 yeniden diizenlemeleri olgularin higbirisinde gozlemlenmemistir [153].
Bagka calismada 79 kalitsal meme kanseri tamist almis, BRCA1/2 ve P53 dizi
analizlerinin sonucunda mutasyon bulunmamis hastalar kalitsal CHEK2 mutasyonu
taramak i¢in incelenmistir. Bu hastalarda CHEK2 geni dizi analizi yapilmaistir.
Analizin sonunda bir olguda 1157T mutasyonu bulunmustur.Finlandiya’da sagilikli
kontrol populasyonunda sik (%6.5) goriildiigii i¢in etkili olamdig1 rapor edilmistir .
Bu c¢alismada 12 olgudan birinde (% 8) c¢.470T>C (p.I157T) mutasyonu
saptanmistir. Bu mutasyon meme kanseri riskini ciddi bir sekilde arttirmaktadir.
CHEK?2 mutasyonlari cografyaya spesifik dagilim gostermektedir. Su ana kadar Tiirk
populasyonda 1100delC, IVS2+1, I157T gibi 6nemli mutasyonlar fazla rapor
edilmemistir. Caligmamizda sadece bir olguda I157T mutasyonunun bulunmusg
olmast CHEK? geninin kalitsal mutasyonlarinin Tiirk toplumunda meme kanseri
olusmasinda etkin olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle CHEK2 geninin allel
frekanslarinin hesaplamabilmesi i¢in daha fazla sayida olguyu ve kontrol gruplarin
iceren caligmalara ihtiyag vardir.
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SONUCLAR

Olgularimizda 12 hastanin tiimiinde P53 geninde ¢.215C > G (p.Pro72Arg)
polimorfizmi saptanmis olup tiim olgularimizda Arg/Arg alleli frekans1 %100°diir.
Bagka caligmalarda Arg/Arg alleli frekansi hastalarda %100 rapor edilmemektedir.
Bu sebeple bu polimorfizm Tiirk toplumunda 6nemli olabilir. P53 geninde 6.
ekzonunda ¢.638G > A (p.Arg213Gln) mutasyonu meme kanserinin riskini
artmaktadir. Bizim caligmamizda oniki hastanin birinde bu mutasyon bulundugu i¢in
allel ferekansinin belirlenmesi ve meme kansrinin riskini ne kadar etkiledeginin
buluna bilmesi i¢in daha fazla arastirmalara ihtiya¢ vardir. Oniki olgunun tiimiinde
PTEN geninde ¢.802-4 802-3delTT delesyonu saptanmistir. Bu delesyon herhangi
bir ekleme birakma degisimine sebep olmamaktadir ve bu neden ile &nem
tasimamaktadir CHEK?2 geninde ise bir olguda c.470T (p.1157T) mutasyonu
bulunmustur. Bu mutasyon ¢ok dnemli bir mutsyondur ve meme kanserin riskini
arttirdigi i¢in Tiirk hastalarda dikkate alinmalidir.

Elde edilen sonuclarin daha iyi yorumlanmasi i¢in ¢aligmanin sinirlarini goz
oniinde tutmaliyiz. Bu ¢alismada 12 hasta incelendi ve 12 hasta say1 olarak azdir,
tim ekzonlar yerine PTEN ve TP53 genlerinin mutsyon hotspot bolgelerini igceren
ekzolar incelendi, her ii¢ gende intronik bdlgeler incelenmedi. Yontem olarak PCR’a
dayali bir yontem kullanildi ve bu yontemin bazi dezavantajlar1 vardir, drnegin
biiylik buyutlu yeniden diizenlenmeler bu yontem ile saptanmaz.

Bulunan polimorfizmlerin 6neminin anlasibilmesi i¢in daha ¢ok sayida hasta
ve kontrol gruplarinin incelenmesine ihtiyag vardir.

Calismamizda siirli sayida hasta ¢alisilmig olmasina ragmen 12 yiiksek risk
grubu aileden birisinde P53 geni c.638G > A (p.Arg213GIn) mutasyonu digerin
CHEK?2 geni c.470T (p.I157T) mutasyonu saptanmistir. Bu neden ile ¢aligmamiz
toplumumuzda yiiksek risk grubu ailelerde P53 ve CHEK2 genlerinin 6nemli
olabilecegini gostermektedir.
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OZGECMIS

18.03.1979 tarihinde Bamiyan-Afganistan’da dogan Asef MOBALLEGH,
1990-1997 yillan arasinda bir kismini ev egitimi olmak iizere bir kistmin1 da Afgan
miilteciler tarafindan kurulmus bir okul olan Tarbiat okulunda tamamlanmistir. Orta
ogretimini 1997-2000 yillar1 arasinda Iran-Mashhad sehirinde Turabi Lisesi’ni
tamamlanmistir. 2000-2001 6n {iniversite egitimini Sehit Agha Mustafa 6n-iiniversite
merkezinde Iran’in Mashhad sehrinde bitirmistir. 2002 yilinda iran iiniversite giris
sinavina katilip Hakim Sabzevari Universitesinde Genel Biyoloji bdliimiine
baslamistir ve 2006 yilinda mezun olmustur. 2007 yilinda Mashhad Ferdowsi
Universitesinde yiiksek lisansina Hiicre ve Molekiiler Biyoloji bdliimiine baglamistir
ve 2009 yilina kadar davam etmistir ama bilimsel olmayan nedenlerden dolay1
program tamalanmamustir. 2009-2011 yillar arasinda Afganistanda 6gretmen olarak
calismistir. 2011°de Tiirkiye egitim bursunu kazanmistir ve 2011-2012 yilinda
Tiirkge 6grenimini Bursa TOMER merkezinde tamalamustir. 2012 yilinda {iniversite
tercihini yaptiktan sonra YOK tarafindan Akdeniz Universitesine atamasi yapilmus,
yiiksek lisans egitimi i¢in T1bbi Biyoloji ve Genetik Ana bilim dalinda Tibbi Genetik
programina baglamistir.
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EK-1

Aydinlatilmis Onam Formu

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

Calismanin bir arastirma oldugu,
Arastirmanin amaci,
Aragtirmada uygulanacak tedaviler,

Varsa, farkl tedaviler i¢in goniilliilerin arastirma gruplarina rastgele atanma
olasiliginin bulundugu,

Arastirma sirasinda uygulanacak olan invazif yontemler dahil olmak {izere
izlenecek veya goniillilye uygulanacak yontemlerin timd,

Gonulliiniin sorumluluklari,
Arastirmanin deneysel kisimlari,

Goniilliinlin (arastirma hamilelerde veya logusalarda yapilacak ise embriyo,
fetiis veya siit cocuklarinin) maruz kalacagi Ongoriilen riskler veya
rahatsizliklar,

Aragtirmadan makul 6l¢lide beklenen yararlarla ilgili olarak goniilli
acisindan hedeflenen herhangi bir klinik yarar olmadiginda goniilliiniin bu
durum hakkinda bilgilendirildigi,

Goniilliiye uygulanabilecek olan alternatif yontemler veya tedavi semasi ve
bunlarin olasi yarar ve riskleri,

[lgi mevzuat geregince gerekiyorsa, goniilliiye verilecek tazminat veya
saglanacak tedaviler,

Varsa, goniilliilere yapilacak ulagim, yemek gibi masraflara iliskin 6demeler
hakkindaki bilgiler,

Goniilliinlin  aragtirmaya katilimimin istege bagli oldugu ve goniilliiniin
istedigi zaman, herhangi bir cezaya veya yaptirirma maruz kalmaksizin, hicbir
hakkim1 kaybetmeksizin arastirmaya katilmay1r reddedebilecegi veya
arastirmadan cekilebilecegi,

[zleyiciler, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Kurum ve diger ilgili saglik
otoritelerinin goniilliiniin orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erisimlerinin
bulunabilecegi, ancak bu bilgilerin gizli tutulacagi, yazili bilgilendirilmis
goniilli olur formunun imzalanmasiyla goniillii veya yasal temsilcisinin s6z
konusu erigime izin vermis olacagi,
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

[lgili mevzuat geregince goniilliiniin kimligini ortaya cikaracak kayitlarm
gizli tutulacagi, kamuoyuna aciklanamayacagi; arastirma sonuglarinin
yayimlanmasi halinde dahi goniilliiniin kimliginin gizli kalacag,

Aragtirma konusuyla ilgili ve goniilliiniin arastirmaya katilmaya devam etme
istegini etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde goniilliiniin veya yasal
temsilcisinin zamaninda bilgilendirilecegi,

Goniilliintin arastirma hakkinda, kendi haklar1 hakkinda veya arastirmayla
ilgili herhangi bir advers olay hakkinda daha fazla bilgi temin edebilmesi igin
temasa gegebilecegi kisiler ile bunlara giiniin 24 saatinde erisebilecegi telefon
numaralari,

Goniilliinlin aragtirmaya katiliminin sona erdirilmesini gerektirecek durumlar
veya nedenler,

Goniilliinlin arastirmaya devam etmesi i¢in dngdriilen siire,
Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii sayisi,

Goniilliilerden elde edilecek olan biyolojik materyallerin hangi amagla
kullanilacag,

Biyolojik materyallerin analizlerinin yurdisinda yapilip yapilmayacag
hususunun agiklanmasi,

“Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalart okudum. Bana,
yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazih ve sozlii
actklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya
goniillii olarak katildigimu, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak
arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum.” benzeri ifadenin yer almasi,

“Soz konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla
katiimayr kabul ediyorum.” benzeri ifadenin yer almasi,

Goniilliiniin ad1 / soyadi / imzas1 / tarih yer almali,

Aragtirma ekibinde yer alan ve yetkin bir arastirmacininadi / soyadi / imzasi /
tarih yer almali,

Gerekiyorsa olur islemine tanik olan kisinin adi / soyadi / imzasi / tarih yer
almal,

Gerekiyorsa yasal temsilcinin ad1 / soyadi / imzas1 / tarih yer almali,

Goniilliilerden elde edilen biyolojik materyaller iizerinde genetik arastirma
yapilabilmesi i¢in; “[Arastirmanin A¢tk Adi] aragtirmasi kapsaminda alinan
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30.

biyolojik orneklerimin (kan, idrar vb.); “Sadece yukarida bahsi gegen
arastrmada  kullanilmasina  izin  verivorum” veya “Ileride yapilmas
planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum” veya “hicbir
kosulda kullanilmasina izin vermiyorum” seklinde uygun ifadenin
isaretlendigi bilgi yer almalidir.

Ayrica, Aydinlatilmis onam formu, goniillii veya kanuni temsilcisinin yasal
haklarim1 ortadan kaldiracak bir hiikiim veya ifade iceremez ayrica
arastirmactyl, kurumu, destekleyici veya bunlarn temsilcilerini kendi
ihmallerinden kaynaklanan herhangi bir yiikiimliilikten kurtaracak hiikiim
veya ifade tagiyamaz.
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