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OZET

Bu calismada, meme/over kanseri yuksek risk grubu 75
bireyin BRCAI ve BRCAZ2 genlerinin tiim kodlayici bolgelerinin
mutasyon analizi amaglandi. Caligmaya 38 erken yas grubu kadin
meme kanseri, 24 ailesel meme/over kanseri, lic erkek meme
kanseri, yedi kadin bilateral meme kanseri, lic meme ve over kanseri
hastast dahil edildi. Yirmidért hastada BRCAI geninin 11%inci ekzonu
PTT yéntemi ile tarand:. Kalan bélgelerin ve hastalarin timunde
DGGE analizi uygulandi. Sonug olarak BRCAI geninde bir bilinen
splice bélge mutasyonu IVS11.1 G-A, ilk defa bir ¢erceve kaymasi
mutasyonu 5154delCT, bir bilinen anlamsiz mutasyon 3726C-T, Gg¢
tane ilk bulunan yanlis anlamli mutasyon, 2566A-C, 3726A-C,
4849C-A, bir tane bilinen yanhs anlamh mutasyon, 4755G-A, bir
tane polimorfizm, 4427T-C, iki tane intronik bdlge degisimi
IVS6.602T-C ve IVS9 1288T-C goézlendi. BRCAZ2 geninde ise sirasiyla
biri bilinen, 1529delAAAG, biri yeni, 1621linsT, iki tane gergeve
kaymasi mutasyonu bulundu. Ayrica, bir bireyde bilinen bir yanhs
anlamli degisim, 353A-G, iki bireyde bir diger bilinen yanhs anlaml
degisim olan 1379C-T, yeni yanhs anlamli degisimler, 1001A-C,
1204A-C, 8935G-A ve Onceden tammlanmis bir intronik bélge
degigimi olan IVS11.12 T-A bulundu. Ek olarak, -bilinen
polimorfizmlerden olan 2457T-C ¢ bireyde, 6741C-G bir bireyde,
7470A-G bir bireyde gosterilirken iki yeni polimorfizm olan 255A-G ve
1803T-C degisimleri de birer hastada gozlendi. Toplam bes adet net
olarak hastalik yapici mutasyon saptanirken herhangi bir baskin
mutasyon bulunmadi. Calismamizin bulgulan da eklendiginde Turk
toplumunda meme/over kanserlerinde yapilan mutasyon taramalari
sonucunda hastalik olusturan mutasyon oram yaklasik %11 olarak
belirlenmistir.  Tlirk bireylerle ilgili gerceklestirilmis olan tum
calismalarda bulunan mutasyonlarin ¢ogunlugu aileye 04zgul
mutasyonlar olup, bir Ashkenazi mutasyonu olan 5382insC
mutasyonu 5 bireyde bildirilmistir. Bu nedenle, BRCAI ve BRCAZ
genlerinin timunin analizi yapilmadan o&nce Ashkenazi kurucu
mutasyonlar i¢in arastirma yapilmas yararh olabilir.

Anahtar kelimeler: Meme/over kanserlerine kaltsal yatkinlik,
BRCA1I1, BRCA2, mutasyon analizi




ABSTRACT

In this study, mutational analysis of all coding regions of
BRCAI and BRCA2 genes in 75 high risk individuals was aimed.
Thirty eight early onset female breast cancer, 24 familial
breast/ovarian cancer, three male breast cancer, seven female
bilateral breast cancer, three breast and ovarian cancer patients were
included in the study Exon 11 of BRCAI gene was scanned in 24
patients by PTT. DGGE analyses were performed for the remaining
coding regions and for the ramaining patients As a result, on BRCAI
gene, a known splice site mutation (IVS11.1 G-A), a novel frameshift
mutation (5154delCT), and a nonsense mutation (3726C-T), three
novel and a known missense mutations (2566A-C, 3726A-C, 4849C-A
and 4755G-A), a polymorphism (4427T-C) and two intronic region
mutations (IVS6.602T-C and IVS9.1288T-C} were observed. On
BRCA2 gene, a novel and a known frameshift mutations
(1529delAAAG and 1621insT) were detected. In addition, a known
missense mutation in one of the patients (353A-G), another known
missense mutation (1379C-T) in two patients, novel missense
changes (1001A-C, 1204A-C, 8935G-A) and a known intronic region
mutation (IVS11.12 T-A) were found. Moreover, 2457T-C, one of the
known polymorphisms, was observed three times; 6741C-G and
7470A-G known polymorphisms and novel polymorphisims 255A-G
and 1803T-C were found in one patient. There was no predominant
mutations. However, a total of five disease causing mutations were
found. Together with our findings, results of mutational analysis in
breast/ovarian cancer patients, show that the ratio for disease
causing mutations on BRCA genes for Turkish population is
approximately 11%. Most of the mutations detected in these studies
are family specific mutations and 5382insC mutation, one of the
founder Ashkenazi Jewish mutation, was found in five patients. For
this reason, it might be essential to screen high risk individuals for
the Ashkenazi founder mutations before full analysis of both genes is
carried out.

Key words: Predisposition to breast and ovarian cancers, BRCAI,
BRCAZ2, mutational analysis.
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GIRIS VE AMAC

Gerek molekliler biyoloji ve genetik, gerekse diger bilim
alanlarindaki hizh ilerlemeler, bircok kanser i¢in erken tani ve daha
etkili tedavi teknolojilerinin olugmasina olanak saglamistir. Ancak
tiim bu teknolojideki gelismelere ragmen bircok kanser tlrd icin
mortalite oran oldukca ytiksektir. Meme kanseri prognozu en iyi olan
kanserler arasinda olmasina ragmen, kadinlar arasinda en yaygin
goritlen malignansilerden biridir.  Over kanseri ise, kadinlarda

gdriilen malignansilerden mortalitesi en yuksek olamidir ve hastalarin
bliylik ¢ogunlugunda sadece ileri evrelerde tani konabilmektedir.

1990’ yillarin ortalarinda bu iki kanser turd ile iliskih olarak
BRCAI1 ve BRCAZ2 genleri tamimlanmustir. 17q21’de lokalize olan
BRCAI geni 1863 amino asit, 13q12°de lokalize olan BRCAZ geni ise
3418 amino asit buytkliigiinde proteinleri kodlarlar. Her iki gen de
homolog rekombinasyonu, DNA tamiri, embriyonik proliferasyon,
transkripsiyonel regilasyon olaylarmnda rol oynamaktadir. Ayrica
BRCA1 ubikiitinasyonda da ise karigmaktadir. Hem embriyonik
proliferasyonda rol oynamalari hem de tumor baskilayici olarak gorev
yapmalar: ilgingtir. ' ' '

Bu genlerin kalitsal mutasyonlarmi tasiyan bireylerin meme ve
over kanseriyle birlikte prostat, kolon, serviks gibi diger organ
kanserlerine de yatkinliga sahip olduklan bilinmektedir. Bu nedenie
yiiksek risk grubundaki bireylerin mutasyon tasiyicis olup
olmadiklarni 6grenmeleri alinabilecek 6énlemler acismdan énemlidir.
Mutasyonlarin tipleri ve sikhklar: poptilasyonlar arasinda farklilik
gbstermektedir. Bu genlerde mutasyon dagihmi heterojendir ve
kurucu mutasyonlar disinda saptanan mutasyonlarin ¢ogu aileye
dzguildiir.  Ulkemizde yapilmis cahismalarda farkli kriterlere gore
secilmis hastalarda farkli yontemler kullanilarak mutasyon taramasi
yapilmistir Bu ¢alismada, 75 hastada BRCAI ve BRCAZ genlerinin
tiim kodlayic: ekzonlarinin PTT ya da DGGE yoéntemleri kullanilarak
hastalik yapici mutasyonlar agisindan taranmasi ve dizi analizi ile
mutasyon tipinin belirlenmesi ile Turk toplumundaki mutasyon siklik
ve cesitlerinin daha netlestirilmesi ve verilecek genetik damsmanin
daha giivenilir olmasina ve dolayisiyla hastalifin 6nlenebilmesine
katk: da bulunulmasi amag¢lanmstir.
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GENEL BILGILER

istatistiklere gdre popiilasyonun ugte birini etkiler ve ttim Sltimlerin
9%20’sini olusturur. Bu hastalik tedavi edilmediginde kaginmlmaz
olarak éldtrticudiir. Erken tam ve erken tedavi hayatta kalmak ic¢in
snemlidir. Hastalk gelismeden Once risk altindaki bireylerin
belirlenmesi kanser aragtirmalarinin énemli hedeflerinden biridir (1).

Tum cok hiicreli organizmalarda, hiicresel proliferasyon genetik
olarak kontrol altindadir ve eger somatik bir mutasyon daha hizh
proliferasyona giren bir varyant yaratirsa, bu mutant klon
organizmada timor olusturabilir. Milyarlarca yil stiren  evrim
sirasinda  bizleri tumorlere karsi koruyacak karmasik htcresel
mekanizmalar gelismistir. Potansiyel tiimor hiicreleri ya tamir edilir,
ya inaktif olarak tutulur, va da kendi kendilerine oldartiliirler
(apoptoz). Hicbir mutasyon tek basmma bu mekanizmalar: asarak
normal bir hiicrenin tiimdér hucresine dénmesine neden olamaz.
Ancak, aym hucrede pes Dpese 6-7 mutasyon ile savunma
mekanizmalari asilabilirse normalden tmore dontisim
gerceklesebilir Bazi mutasyonlar hucre proliferasyonunu arttirirken,
bazilarn da tum genomun stabilitesini etkileyerek DNA ya da
kromozom diizeyinde mutasyon orannin artigina neden olmaktadir.
Kanser, bu iki mekanizmaya bagh oldugu igin, her zaman basamakl
olarak doku hiperplazisi ya da iyi huylu (benign, metastaz yapmayan)
gelisimlerden baslayarak olusmaktadir (2).

Farkli toplumlarda yapilan epidemiyolojik cahsmalarda kanser
dagiiminda degisik kanser tiirlerinde farkliliklar gorulebilmektedir.
Ornegin, Ozefagus kanserleri iran’da Nijerya'ya gore 300 kat,
karaciger kanserleri Mozambik’te Ingiltere’'ve goére 100 kat, prostat
kanserleri ABD’de Japonya'va gore 40 kat, meme kanserleri
Kanada’da Israil’e gore yedi kat fazla siklikla gdrulmektedir (3).
7zaman icinde de kanser gorulme sikliklarinda degisimler olmakla
birlikte, dinya ¢apinda kadinlar arasinda en sik gorulen kanser tipi
meme kanseridir (4). Turkiye'de 1085-1990 wyillar1 arasinda 16
merkezde yapilan bir ¢aligmada kadinlar arasinda en sik gdzlenen
kanser tipi %23.2 siklikla meme kanseri olmustur, Bunu, %20.3
siklikla deri kanserleri ve sirasiyla %4’den daha az sikhiklarla serviks,
yumusak doku, mide, over, lenf, rektum ve beyin kanserleri takip
etmektedir. Aym calisma, Tiirkiye'de erkekler arasinda en sik
ghzlenen kanser tipinin %22.6 siklikla deri kanseri oldugunu
gdstermistir. Bunu, %8den daha az sikliklarla siraswyla larinks,
mesane, mide, agiz, akciger, prostat, yumusak doku, lenf ve beyin
tiimorleri takip etmektedir. Bu calismaya gbre tim kanser olgular




icinde meme kanseri oraniy; erkeklerde %0.53, kadinlarda %23.6°dir.
Ayrica kadinlarda tim kanser olgular1 iginde over kanseri orams
0,3.46 olarak verilmistir (3). lzmir yoresinin 1993-1994 kanser
kayitlarina goére ise meme kanseri %26.7 siklikla kadinlar arasinda
en vaygin kanser tipi olurken, 2%9.6 siklikla deri, %6.5 siklikla
uterus, %6 4 siklikla over, %5.9 sikhikla rektum/kolon, % 5.9 sikhkla
serviks, %5.2 siklikla akciger kanserleri takip etmistir. Aym
caligmanin sonuglarina gore erkekler arasinda en yaygin olarak
04,38.6 siklikla akciger, %7.7 siklikla deri, %6.9 siklikla larinks, %6.8
siklikla mesane, %5 2 siklikla mide, %4.5 siklikla kolon/rektum,%3.1
siklikla prostat kanserleri gériilmektedir (5)1.

2.1. Meme Dokusunun Anatomik Yapisi ve Fonksiyonu

Meme, islevsel yapt Unitelerinden (15-20 adet lobdan) olusan
bir bezdir. Memenin bu islevsel yap1 Uniteleri olan loblar: fibrdz bag
dokusu (stroma) ile ¢evrelenerek birbirlerine sikica baglanmstir.
Ribroz bag dokusundan arta kalan bosluklar vag dokusu ile
doldurulmustur. Her meme lobunda 20-40 lobulus bulunur. Her
lobulusun terminal duktusu meme destek dokusu icinde ilerleyerek
diger terminal duktuslarla birlesit ve subsegmental duktusu
olusturur.  Subsegmental duktuslarin  birlesmesiyle  laktifer
(segmental) duktus olusur. Laktifer duktus meme basindan girer
girmez genisler ve bu bolumi laktifer sinus olarak adlandirilir,
Laktifer siniisler koni seklinde daralan bosaltict bélumle {ampulla)
meme bas: kubbesinden disar1 acilir Laktasyonda stit deposu gorevi
yapan ampullanin limeninde laktasyon diginda dokulmus epitel
kalintilar: bulunur. Duktuslar ve stt kesecikleri {alveoli) miyoepitel
hiicreler olarak adlandirilan ozellesmis hucrelerle cevrilidir (6,7)
(Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Memenin duktus sistemi Oklar,semadaki bolgelerin gergek

mikroskobik fotograf lizerindeki kargihklarini gostermektedir (6)
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Meme bast ektodermden gelismistir. Memc bast kitlesinin buyuk
ismi dairesel ya da uzunlamasina verlesmis duz kas liflerinden
olusmustur. Bunlarn arasinda laktifer siniisleri de gevreleyen elastik
ve kollajen bag dokusu vardir (6).

Menstriiel siklusun proliferasyon fazinda lobultislar kugcik,
mitoz seyrek ve intralobililer stroma daha yogundur. Sekresyon
fazinda lobuluslar ve asinusler irilesir, intralobtiler stroma 6demli ve

- gevgdletir. T Oetrojen, . Vet © yigegesteronun _kanda - degigen
. as . Konsantrasyonlarima bagh olarakanemelerde, mensiriiel siklusun her
fazinda degisimler olur. Ancak bu degisimler gebelikte olugan meme
gelisimiyle karsilastirildiginda ¢ok azdir, Gebelikte progesteron,
dstrojen, prolaktin ve plasental laktojenin plazma
konsantrasyonlarinin artmasi nedeniyle memenin duktal ve alveolar
yapisi gelisimini tamamlar ve lobuluslar ileri derecede prolifere olarak
buyurler {Sekil 2.2). Meme alveolisi olarak da adlandirilan bu
kesecikler stit sekresyon bezleridir, 3.Trimesterde epitelde yag
birikmeye baglar, buylyen lobuluslar  birbirlerine yaklasir.
intralobtiler stroma goriilmeyecek kadar azalir. Laktasyonda epitel
hitcreleri vakuolliidiir ve stit sekresyonu apokrin tipte (sitoplazmanin
bir kismini atarak) oldugundan hucrelerin sitoplazmas1 gebelige gore
daha azdir. Laktasyondan sonra normal goriinimin geri gelmesi en
az Uc ay surer. Menopozdan sonra lobuluslar yavas atrofiye
ugrayabilir.  Epitel hucreleri  kiiciilebilir, asunls lumenleri
gériilmeyecek kadar daralabilir (6,7). '

1 Gebelikten dnce duktuslar lomenleriyle birlikte
bulunur

2 Erken gebelik doneminde alveoli tomurcuklarn

"3 Gebeligin ortlarinda alvecli geniglemesi

Meme bas1

Besinci kaburga
kemigi

"\, 4 Laktasyon sirasmda alveoli geniglemis,
yayilmis durumda

e 5 Siitten kesildikten sonra bezler kiigtlir

Sekil 2.2: Meme anatomisinde zaman i¢inde gergeklesen degisimler. Numaralar
sirastyla verilmistir (7)




Erkeklerde ise ergenlige kadar kadinlardakine benzer ama
gelismemis bir duktus sistemi mevecuttur. Ergenlikte kadinlarda
hormonal etkilerle meme gelisimi olurken, erkeklerde normalde
gelismemis duktus sistemleri kalir. Ender olarak erkeklerde de meme
bezleri geliserek jinekomasti adi verilen durum gergeklesir. Bu durum
genellikle gegici bir durumdur ve meme gelisimi birkag¢ ay ig¢inde
geriler. Erigkinlerde jinekomasti goériilmesinin nedenleri gonadal,
dstrojen tedavisi, Klinefelter sendromu gibi cinsiyet bozukluklan ya
da siroz ve bdbrek yetmezligi (hemodiyaliz tedavisi ile) gibi genel
metabolik hastaliklar olabilir (8).

2.2. Meme Lezyonlarmin Histopatolojik Ozelliklerine
Genel Bakis

Cogu iyi huylu olmasina ragmen meme lezyonlarn kadmlar
arasinda gérilen malignansilerin baginda gelir. Meme kitlelerinde
obzlenen degisimlerin blyltk boélimunt fibrokistik degigiklikler
olusturur (Sekil 2.3). Bu degisiklikler proliferatif ve nonproliferatif
olmak tlizere iki ana grupta toplamir. Nonproliferatif lezyonlar,
epitelyal hiperplazi icermeyen basit fibrokistik degisirnlerdir. Bu,
fibrokistik degisiklikler en sik gozlenen tip olup, duktuslarda
genisleme ve degisik buiylkliklerde kist olugumu ile karakterizedir.
Proliferatif degisikliklerse siradan bir epitelyal hiperplaziden atipik
hiperplaziye kadar degisen epitel degisikliklerini i¢ine alir. Epitel
hiperplazisi ve proliferatif fibrokistik degisiklik terimleri; duktuslar,
ve bazen de meme loblillerindeki bir dizi proliferatif lezyonu i¢ine alir.
Epitel hiperplazilerin bir kism hafiftir, dtzenlidir ve ¢ok az karsinom
riski tasirlar, fakat spektrumun diger ucundaki atipik hiperplazilerde
karsinom riski daha yuksektir (Sekil 2.4) (9).

Fibrokistik
degisiklikier

Hastallksiz /
SN Cesitli benign
B leyzonlar
Ka;[s:.-r Fibroadenom

Sekil 2.3: Meme kitlesi degerlendirilmesi i¢in bagvuran bir seri kadinda
bulgular (9).
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Sekil 2.4: Degisik paternli fibrokistik degisikliklerde, malign transformasyon
riskinin orani oklarin boyutu ile orantil sekilde gdsterilmigtir (9)

Memede malign tumérlerin biyuk cogunlugunu epitelyal
orijinli kanserler olan karsinomalar olusturur. Lenfomalar ve bag
dokusu, vasktiler doku ve kemik gibi mezensimal hiicrelerden koéken
alan sarkomalar c¢ok daha ender gorullir (9,10) Meme
karsinomlarinin evrelendirilmesi, tiimér buyuikligu, bélgesel ya da
uzak vyayihm ve nodiler yayilim &zelliklerine gore yapihr.
Guntmuizde, evrelendirmede genellikle kullanilan TNM (TGmér-
nodiil-metastaz) sistemi UICC (Union International Cancer Center) ve
AJCC (American Joint Committee on Cancer) tarafindan
bicimlendirilmistir.

Duktal karsinoma in situ (DCIS), histolojik olarak heterojen
meme lezyonlarindan olugur. DCIS'nun ortak ozelligi atipik hilcresel
proliferasyonun duktuslann disina ¢ikmayip, duktus icinde simirh
kalmasidir. Prognoz, lezyonun buyuklugine ve evresine ayrica
etkilenmemis sinirlarin genisligine baghdar (11).

Meme kanserlerinin  %60-80%ini invazif duktal karsinomalar
olusturur. Mikroinvazif karsinomalar, baskin lezyonun DCIS oldugu
ancak 1mm’den kiictik invazyon odaklarimin oldugu karsinomalardir
(11). Tum invazif meme timorleri arasinda %0.7-15 siklikla gbzlenen
diger bir tip de invazif lobuler karsinomadir. Bu tUmérler az
sitoplazmali, intrasitoplazmik vakuoller bulunduran, ktigciik, uniform
timér htcreleriyle karakterizedir, Tubular karsinoma, cok iyl
prognozu olan bir tiptir. Hucreler yuvarlak, oval, kivrilnus lezyonlar
olugturur. Tubular karsinomaya benzer ozelliklere sahip invazii
kribriform karsinomada, hicreler buylik adaciklar olusturur




Medtiller  karsinomada  hiicreler makroskobik  olarak  iyi
simirlanmustir. Inflamatér karsinoma klinik olarak da cok farkliik
gosterir. Genislemis, sismis ve kizarmug bir meme gérunumu vardir.
Mikroskobik olarak memedeki lenfatikler tiimér hiicreleriyle doludur.

Tamdr hiicreleri genellikle ileri evrededir. Diger bir tip meme
karsinomu da sekresyon tipi (secretory) karsinomadir Mikroskobik
olarak iyi sinirlanmus ve iyi prognozludur (11).

Her 100 meme karsinomasindan biri erkekte gerceklesir. Erkek
meme karsinomalarimm biiyiik cogunlugu (%85) invazif duktal tipte
evre 2 ve 3'tedir. Papiller karsinomalar nispeten daha stk gértlmekle
birlikte, lobuler karsinomalar erkeklerde bildirilmemistir. Meme
karsinomalarinin erkeklerde prognozu genellikle kéttidar (11).

2.3. Meme Kanserlerinin Molekiiler Biyolojik ve Genetik
Ozellikleri

Kadinlar arasinda iyonizan radyasyona maruz Kkalanlarda
kalmayanlara oranla daha stk meme kanser gbzlenmesi ve hastalifin
ortaya cikisiyla radyasyona maruz kalma zamani arasinda (ortalama
en az 10 yil) uzun sure gecgmesi ve ayrica meme kanserlerinin
yaklagik %40 nda primer tumér cikarildiktan 10 yil sonra hastaligin
tekrarlamasi, k6k hticrelerine benzer sekilde yar: émril ¢ok uzun olan
bir takim hiicrelerin varligim gostermektedir (12). Sell ve Pierce
tarafindan ortaya atilan teoriye gbre her dokuda doku yenilenmesi
icin bulunan koék hucreler bu dokularn karsinomalarinin hiicresel
kaynaklaridir  (13). Insan meme hucrelerinin yenilenmesi ve
farklilasmasinda kullanilan sinyal mekanizmalar hakkinda bilinen
cok az bilgi vardir Meme epitel kék hiicreleri ug¢ farkli projenitér
poplilasyondan olusur, birisi blitin epitel hucrelerini olusturma
kapasitesine sahip olan kék hiicreleri, diger iki gruptan biri salgilama
lobiillerini olusturan hiicreler grubu, digeri de dallanan duktuslara
déntisebilen projenitér hiicre grubudur. Meme epitel kék hucreleri
alti balunmeden sonra hticresel yaslanma gegirirler. Duktus ya da
lobtil olusturma, duktal gelisimde artig, duktal lateral bosluklarda
artis gibi kararlar kék hiicre otonom mekanizmalari tarafindan alinir
ve bu mekanizmalar klonojenik projenitorlerle epitelyal projeniye
aktarilir. Premalignant hiperplastik alveolar nodtiller ve meme
rimdrleri tek bir klonojenik projenitor huicreden koken alirlar (12).
Meme kok hiicresinde mutasyon oldugunda, bu mutasyonu butun
ogul hucrelerine gegirebilir, ve bu da normal ve mutant hiicrelerden
olusan kimerik duktal aglarla sonuglanir (14). Doku yenilenmesi,
tamiri ve gelisiminde oynadiklar énemli rol nedeniyle kok hiicreleri,
cok hiicreli organizmalarda ¢ok énemlidir (15) Ancak, uzun yasam
stireleri nedeniyle doku yenilenmesinde genetik degisimlerin
birikimine daha  yatkin oluslari  nedeniyle karsinogenik




transformasyon acisindan hedef olarak degerlendirilmelidir'ler‘
Memelilerde meme gelisimi gebeligin sonuna, hatta sutten kesilmeye
kadar devam ettigi i¢in, memenin gelisimi i¢in meme dokusuna 6zgul
15k hiicrelerine gereksinim kagmilmazdir (16).

Hucre doéngustnde siklinler tarafindan aktive olan siklin
pagml kinazlar (Cdk) fosforilasyonla hiicre dongusuntn ilerlemesini
saglarken, Cdk-inhibitér proteinleri tarafindan regiile edilirler. Bu
proteinler, INK4 (inhibitor of Cdk4) proteinleri pl4ARF, plS(INK4B,
CDKN2B geni tarafindan kodlanir), pl6 (INK4A, CDKN2A geni
tarafindan kodlanir) ve pl8 (INK4C)dir. INK4 ailesi htcre
dongistinun erken-orta G cvresinde aktiftir. Gi fazinin sonlarina
dogru bir E2F inhibitérta  olan pRP aktivite gosterir.  Blr
transkripsiyon faktori olan E2F hicre déngisunun ilerlemesi i¢in
gerekli proteinlerin ckspresyonunu kontrol eder (17). PRBnin
hipofosforile formu EOF ile kompleks olusturarak transkripsiyonu
baskilarken, pRB’nin hiperfosforile formu inaktif formu olarak kabul
edilir ve bu durumda ilgili genler E2F tarafindan transkribe edilir
(18). Cip/Kip ailesi ise Cdk2 inhibitdrlerinden olusur. p21 (Cipl,
Wafl, Sdil1), p27 (Kipl), p57 (Kip2) bu ailenin uyelerindendir Cip/ Kip
ailesi S fazinda aktiftir (Sekil 2.5). Tumor olusumunda merkezdeki
proteinlerden biri coklu domainli bir transaktive edici protein olan
pS3'tur. pb3 de pRB gibi G1-5 gecisinin molekdler kontrollinden
sorumludur ve “gatekeeper” olarak ig goriir. Eger DNA hasatri,
hipoksi, pRB sinyal defekti mevcutsa normal -olarak S fazina gegis
engellenir. p33 DNA’ya baglanarak p21i transaktive eder ve bu da
Cdk2’nin inhibisyonuna yol acar. insan tumorlerinde siklikla
bozukluklar plENE+Ay1 kodlayan CDKN2A gen lokusunun ikinci
ekzonunda  saptanmigtr. p1OIWKsA molektilii  Cdk4-siklinD1
interaksiyonunu inhibe ederck hucrenin Gr'den S fazina ilerlemesini
engeller. plENKAANIN hipermetilesyonla susturulmas:  ailesel
melanoma, pankreas kanserleri, meme kanserleri, glioblastoma ve
mezotelyoma’nin patogeneziyle iliskili bulunmustur (17). Hucre
dongustinde Gliden S fazina geciste p27 anahtar rol oynar.
Sitoplazmik yanlig yerlesim ve siklinD - siklin bagmh kinaz
kompleksi ile, p27 proteolizisinin artiss nedeniyle, p27, fonksiyonel
olarak insan kanserlerinin cogunlugunda inaktive haldedir. Kanser
hilcrelerinde  reseptor tirozin kinaz ve Ras yollariyla  p27
proteolizisinde artis ve yanls lokalizasyon gorulur. Azalmis p27
protein konsantrasyonlart  kanser hiicrelerinin  de-differansiye
(farklilagmanin geriye ddnmesi, faklilasmanus hale gecmesi) olusuyla
ve nodill negatif meme kanserleri de dahil olmak hzere coguniukla
kot prognozla iliskilidir (19).
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Sekil 2.5: Siklin bagimh kinaz inhibitdrleri (17)
Over steroidleri meme bezlerinin gelisiminde ve

tumérogenezinde 6nemli rol oynarlar. Ostrojen reseptori (ER) ve
progesteron reseptdrti (PR) bulunduran hticreler duktal ve lobuler
yapilarin luminal epitelyumlarinda bulunurlar. Epitelyal hiicrelerin
%10-20’sinin reseptdr pozitif oldugu tahmin edilmektedir. Reseptor
pozitif hticrelerle yan yana durmalarina ragmen boliinen hticreler
reseptdr negatiftir. Meme timdrogenezisinin basmda bu ayirm
bozulur ve aktif olarak béliinen reseptdr pozitif tiimor hicreleri atipik
duktal hiperplazi gibi premalign lezyonlarda gérulir. Steroid reseptdr
pozitif hiicreler, bir kék hiicre popilasyon markir1 olan CKI19
ekspresyonu yaparlar (20). Butun bu veriler gdz 6nune alindiginda
steroid reseptér pozitif hicreler kok hiicrelerini de icerebilir. Steroid
reseptér ekspresyonuyla p21WAFL/CIPL ekspresyonu arasinda iliski
oldugu gosterilmistir (16). p21 hucrenin bdlinmeye mi yoksa
farklilasmaya mi gidecegine karar verir. Eger huicrede hasar varsa,
p21 Cdk2%i inhibe ederek hicre ddngustnun S fazina girmeden
durmasini saglar. Boylece hasarli hiicrenin tamiri i¢in olanak

saglanmis olur (17).

Meme kanserlerinin progresyonunda rol oynadifi dustinulen
molekiiller Sekil 2.6’de verilmistir. Gelisimi indiikleyen genlerin asir
ekspresyonu ve/veya amplifikasyonu, hucre dénglistinde kontrol
noktalarinda rol oynayan proteinlerde null mutasyonlarin birikimi
sonucu olusabilir.
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Sekil 2.6: Hiicre donglisiinde null mutasyonlarin ard arda se¢imi ile meme
kanseri progresyon modeli {17)

Son willarda meme karsinomalarinda bulunan genetik

karsinoma, medtlier ya da atipik meduller karsinoma olgularinda
bulunur (11).- Her ne kadar BRCAI ile ilgili calismalar iki Yahudi
mutasyonuyla simrli olsa da, sonuclar diger mutasyonlar icin de
genellenebilir., BRCAI mutasyon tasiwyicilarn kemoterapi ile tedavi
gérdiklerinde daha iyi sonug alinir. Bu nedenle, BRCAI mutasyonu
pozitif olan hastalarda, kligik ve nodil negatif ttmérlerde de
kemoterapi uygulanmalidir. Kemoterapi tipinin 6énemli olup olmadigi
hakkinda daha fazla ¢alisma yapilmas: gerekmektedir (21). BRCAZ2
lokusundaki  degisimlerin  genecllikle diisik  evreli meme
karsinomalariyla iligkili oldugu bildirilmistir {11}, BRCAZ ve meme
kanseri prognozu arasinda iligki kurabilmek i¢in daha fazla sayida
calismaya ihtiya¢ vardir {21). Ayrica pS3 mutasyonlarinin da agresif
evre2 ya da 3 invazif karsinomalarda bulundugu bilinmektedir (11).

homolog, trozin kinaz 6zelligi olan bir protein kodlar. Bu nedenle ayni
zamanda C-ERBB2 olarak da adlandirihr. Evre II {lenf nodu pozitif}
meme kanserlerinde, ERBB2’nin asir1 ekspresyonunun relaps riskini
arttirarak vasam suresini kisalttigr bildirilmigtir. Nodiil negatif meme
kanserlerinde ise ERBB2 ekspresyonu ve prognoz arasinda anlaml
bir iligki kurulamamstir (22).

Meme kanserlerinde metastazlar, morbidite ve mortaliteyi
etkilemektedir. 5 yillhik sag kalim oram lokalize hastaliklarda %90
iken metastatik durumlarda %20%e inmektedir Fosfoinositid 3-
kinaz/Akt sinyal yolu, hucre motilitesi, invazyon, ve metastaz icin




snemilidir. Akt ailesinin bu olaya katkisi tam olarak bilinmemektedir.
Akt ailesinin tyelerinin (Aktl, Akt2, Akt3) tiumor ilerlemesinde farkh
rolleri olmasi muhtemeldir {23). Arboleda ve ark., Akt2’vi asir1 ekspre
eden meme kanseri hucrelerinin nude fareye verildiginde metastaz
olusturduklarim gdstermistir. Akt2nin bir grup metastatik genin
regulasyonunda goérevli olmast muhtemeldir (24).

invazif meme kanserlerinden en &ldtrticu tipi olan inflamator
meme kanserlerinde 5 yil hastaliksiz yagama orani %45’ten daha
azdir. Hastaligin agresifligi ve genetik degisimler agisindan yapilan
arastirmada RhoC ve WISP3 gibi genlerin inflamatér meme
dokularinda degisime ugradign goézlenmisgtir, RhoC bir onkogen
olarak, WISP 3 de bir timér baskilayici gen olarak gorev yaptigindan
WISP3'in kaybi ve RhoC’nin asir1 ekspresyonu inflamatér meme
kanserlerinin gelisiminde anahtar rol oynamakta olabilir (25).

2.4. Over Dokusunun Anatomik Yapisi ve Fonksiyonu

Overler uterusun her iki yamnda bulunan germinal ve
cndokrin 6zellikte bir cift organdir. Badem geklinde bir yapiya sahip
olan overler, pelvik boslugun st kisminda bulunur. Uterin tiplerinin
uclar1 (ovidukt, follopyan tipleri) overlere direk olarak bagh degildir.
Ancak uclar1 abdominal boslukta overlere yakin yerlere acihir (Sekil
27). Overlerin iki farkh iglevi bulunur. Birincisi, oogenez yani
gametlerin olusumudur ikincisi ise disi steroid seks hormonlan olan
dstrojen ve progesteron ve bir peptid hormon olan inhibinin
salgilanmasidir, Dogduklarinda disilerin overleri 2-4 milyon yumurta
jcerir ve primer oositler (46 kromozomlu) seklindedir. Bu htcreler
mayoz bdlinmenin profaz [ asamasinda durdurulmustur (meiotik
arrest} Ergenlikte ovulasyonun baslamasiyla her ay bir yumurta
hiicresinde mayoz I tamamlanir ve primer oositler, sekonder oositlere
(23 kromozomlu) déntistr. lIkinci mayotik bolinme uterin tupte
sadece ddllenme oldugunda tamamlanir. Overlerde yumurtalar folikul
olarak adlandirilan yapilarla birlikte bulunur. Over islevi agisindan
menstritel siklus uzunluklar yaklasik ayni iki faza boltinur. Folikiiler
fazda, tek bir mattre folikul ve sekonder oosit gelisir ve bu faz
ovulasyona kadar surer. ikinci faz ise luteal fazdir Bu faz
ovulasyondan itibaren baslar ve korpus luteum dejenerasyonuna
kadar surer (6,9).

2.5. Over Lezyonlarinin Histopatolojik Ozelliklerine Genel
Bakis

Over kanseri insidansi 40 yasin altindakilerde 100.000de 1.4

iken; 60 yagmn Uustiindeki kadinlarda 100.000°de 45% yukselir.

Kadinlarda gorilen kanserlerden 5lim orani fazla olani over

kanserleridir. Epitelyal over kanserli hastalarm cogunda tam

kondugunda hastalik ileri asamadadir, tedavi ¢ok zordur ve cogunda




birincil tedavi cerrahidir. Erken evrelerdeki hastalar genellikle sadece

asamalardaki hastalar i¢in genellikle cerrahiden sonra kemoterapiye
de basvurulur (11,26).

Uterin tiipii

Fimbriae

Uterin tiipiiniin
acihisa

Sekil 2.7: Kadin {ireme sisteminde uterin tipleri, uterus, yumurtaliklar ve
vajina (7)

Overler, mezodermal orijinli epitelyum ile kaplidir. Primer
malign over timoérlerinin %851 bu epitel’den kéken alir. Epitelyal
over tumédrleri benign, sinirda (borderline) ve malign olarak
gruplandirihr (11). Primer over karsinomalarimin evrelendirmesi
genellikle FIGOTnun (Federation of Gynaecology and Obstetrics)
kriterleri esas alinarak yapilir (11).

5 yilik sag kalim oranlarinin evre I’'de %80.8, evre [I'de %64.3,
evre lII'de %7.7 ve evre IV’te %0 oldugu bildirilmistir (26)

Benign over tumérleri yapi itibartyla genellikle kistik yapidadar.
20’sini olusturur. Histolojik ve biyolojik olarak malign ve benign
arasmdadir Serdz (%7.5) ve musinéz (%S) simurda tumdrler en sik

Overin germ hucreli timdrleri genellikle adolesan dénemde ve
geng kadinlarda goruldr. Germ hiicreli timérlerin yas dagilimi 6-47
arasindadir. Germ hucreli taimoérler totipotent germ hticrelerinden
gelistiklerinden genis bir grubu icine alir. Over tumoérlerinin %25-
307u germ hucreli timérlerdir ve bunlarin %951 benign, valniz %3-
40 maligndir Overin germ hticreli ttimérleri tam swrasinda genellikle
oldukca buytkturler ancak bilateral lezyonlarin gérulme orani azdir
(27).
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%7’s1 malign iken, menopoz sonrasi dénemde malignite %30%a
cikmaktadir  Epitelyal neoplazmalar arasinda serdz tlimorler %5
siklikla en genis grubu olusturur. Bunlarin yaklasik %10’u sinirda ve
ditgiitk malignitededir. Serdz karsinomalar genellikle biiylik
timorlerdir. Yaridan fazlasinda tumér cap: tamida 15cm’den
buyuktir. Serdz karsinomalar pelvik epitelyumundan da koéken
alabilir (10). Malign musindz over tiimérleri epitelyal over kanserleri
arasmnda %20  oraminda  gorilmektedir.  Genellikle  serdz
karsinomlardan daha biiyiik timérlerdir. Cogunlukla iyi diferansiye,
yUzeyli, kalin opak kapsiille ¢evrilidir. Noduler ve solid yapilar igerir.
Malign endometrioid timorler yaklasik %2-20 oraminda gdrilur.
Malign berrak hucreli timdrler epitelyal over kanserleri arasinda %1
oraninda gorultr. Bu timérler; bez yapida, papiller olusumlar,
tibtiler ve kistik yapilardaki tUGmérlerdir. Malign Brenner
timorlerinin, overin kortikal ylUzeyinden gelistigi kabul edilir ve
tmoér yapist Uriner sistemin epiteli ile bliyuk benzerlik gdsterir.
Indiferansiye karsinomlarin gdrilme sikligi %1°dir. Hastalarin cogu
evre III-1V olarak degerlendirilir (26}.

2.6. Over Kanserlerinin Molekiiler Biyolojik ve Genetik
Ozellikleri

Metastaz paternlerinin izlenmesi, mikrosatellit instabilite ve X

inaktivasyonu calismalar sonucu over kanserlerinin unifokal orijinli

oldugu anlasiimaktadir. Ayrica LOH (heterozigosite kaybi) calismalari,

Ki-ras ve p53 mutasyon analizleri de borderline, benign, ve invazif

kanserlerde monokloniteyi géstermistir. Over kanser gelisiminde pek
cok farkh duzeyde genetik degisikligin rol oynadig distintlmektedir.
Karyotipik c¢alismalar over kanserlerinde kompleks genetik
degisikliklerin varligini géstermistir Floresan in situ hibridizasyon
~ (FISH) yoéntemlerinin gelismesi ile anomalilerin daha cok 1,3,11 ve
17. kromozomlarda yogunlastifi saptanmistir. Yapilan caligmalarda
LOHun en ¢ok 17 kromozomun kisa kolunda p53 lokusunun yer
aldigr 17p13.3 ve BRCAI lokusunun yer aldigt 17g22-23 ‘de oldugu
belirlenmisgtir (27).

BRCA1 mutasyonlart en ¢ok meme-over sendromlu ailesel
olgularda ve Dbolgeye Ozgil (site-specific) over kanserlerinde
gozlenmektedir. Over kanserlerinin %95’ini olusturan sporadik
olgularda BRCAI mutasyonu saptanmarnustir (27).



G S B A R

Over kanserlerinin  gelisiminde rol oynayan  dnemli
protoonkogenlerden biri HER2/neu (c-erbB2, neu, HER2) genidir
(26). Berchuck ve ark. nin yaptigi cahsmada 73 evre Il ve IV over
kanserli olgunun 50’sinde (%68) HER-2/neu asir1 ekspresyonu
saptanmstir (28).

Yapilan calismalarda over kanserlerinde proliferasyon,
hiicrenin yasamasi, ve apoptozisin kontrolinde MAPK (mitogen-
activated protein kinases) ailesinin tg Uyesinin (ERK1/2, JNK/SAPK
ve p38) Onemli rol oynadigi gosterilmistir (Sekil 2.8). Bir grup
serin/treonin kinaz olan MAPKlar bliytme faktérleri, Ureme
hormonlar1 ve kemoterapatiklerle over yuzeyinde aktive olurlar.
MAPK yolu reseptdr trozin kinazlar (RTK) ve G-protein esli reseptor
(GPCR) yollariyla aktive olurlar. Over kanserlerinin metastazinda ve
progresyonunda gonodotrofinlerin, folikil stimﬁle edici hormonun
mekanizma tam olarak bilinmemektedir. Over kanseri tedavisinde
sikhkla kullanilan bir kemoterapatik olan sisplatinin de biyolojik
etkisi tam olarak bilinmemekle birlikte doza baglh olarak sisplatinin
ERK1/2 ve JNK1'1 aktive ettigi bilinmektedir. Bir mikrotubil stabilize
edicisi olan taksol de over kanser tedavisinde kullanmilir ve© ERK1/2
ve p38 MAPK aktivasyonuna neden olur (29).

Stimutatory palhway mwwwejge
inhibitory pathway  -r==9
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Sekil 2.8: Over kanserlerinde MAPK sinyal yolunun FSH, ATP ve gonodotropin
salict hormon {GnRH) ile aktivasyonu (29},

Hicre membranimin i¢ ylUzeyinde yer alan ve intraselliiler
sinyal iletiminde gbrev yapan p21 proteinini kodlayan ras gen ailesi
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(c-Ha-ras, c-Ki-ras ve N-ras) de over kanserleri gelisiminde rol oynar.
Scambia ve ark.,, p2l negatif primer over neoplazml olgularin
ortalama sag kalim suresinin 58 ay, p21 pozitif olgularda ise by
strenin 17 ay oldugunu bildirmislerdir. Bu veri p21 ras proteininin
agirt  ekspresyonunun  bir  prognostik  faktér olabilecegini
gostermektedir (30).

2.7. Meme/Over Kanserlerine Neden Olan Faktorler

Meme ve over kanserlerinin etiyolojisinde rol oynayan faktdrler
genetik olanlar ve genetik olmayanlar olmak tizere iki baslik altinda
toplanmusgtir.

2.7.1. Meme/Over Kanserlerine Neden Olan Genetik
Faktorler
Meme kanserlerinin yaklasik %5-10’u dominant kalithm modeli
gosterir. Yapilan calismalarda birinci derece akrabalarinda meme
kanseri olan bireylerin meme kanseri gelistirme riskinin iki va da g
kat artrmg oldugu saptanmistir. Ailesel meme kanserleri, genellikle
geng yaslarda ve bilateral olarak ortaya ¢ikma egilimi gosterir (22).

Kanser genetigi alanindaki gelismelerle 1990’11 yillarin
ortalarinda kalitsal meme /over sendromlar: icin yitksek penetransl:
iki gen olan BRCAI (17q21) ve BRCA2 (13ql2) genlerinin
tanumlanmast  gerceklesmistir (31,32) BRCAI ve BRCAZnin
allellerinden birinde kalitsal mutasyon olmas: kanser vatkinlhi
nedeni olmak igin yeterlidir, ama tiimér hucrelerinin olusmas: icin
diger allelin de kaybolmas: gerekir. Bu nedenle, BRCA genleri klasik
timo6r baskilayici gen 6zelligini tasimaktadir (33). Fakat, kalitsal
meme kanserli hastalarin sadece %2-3Uinde BRCAI ya da BRCA2
mutasyonlari tanimlanmigtir. Bu nedenle, kanser gelisimini etkileyen
BRCAI ve BRCAZ2%ye ek olarak diger yatkinlik allellerinin bulunmas
beklenmesine ragmen bunlarin tammlanmasmin  zor olacag:
belirtilmigtir (34-36). Yapilan bir ¢alismada, over tiimérli hastalarin
yakin akrabalarinda diger tip malign hastaliklarin ortaya ¢cikisy, bu
ailelerde kanser icin daha genel bir yatkinbk isareti olarak
yorumlanmastir (37).

Kanser yatkinlik genleri iki genel smifta toplanmistir,
Mutasyonlar1 ya da degisen ekspresyonlar: hiicre bélinmesinin,
6limlintin, hayat dénglisiniin normal kontroliinti bozan yatkinhk
genleri “gatekeeper” olarak adlandirihirken, mutasyonlan yva da
ekspresyon bozukluklari genom instabilitesine neden olan yatkinlik
genleri “caretaker” olarak adlandirilmistir (38). BRCA2 negatif hticre
kilturlerinde kromozom ve kromatid kiriklari, triradyal, kuadriradyal
yapilar, translokasyonlar ve delesyonlar gdzlenmistir (39,40) Benzer




bulgular BRCA1 negatif hicrelerde de gbzlenmistir (41). Bu bulgulara
dayanilarak BRCA genlerinin kromozom yapisiuin korunmasinda
gerekli oldugu ve genomun stabil kalmasimi saglayarak “caretaker”
olarak davrandig: sonucuna ulasilmistir (33).

BRCA1 ve BRCAZ2 gen mutasyonlaryla iliskili olarak meme ve
over kanseri genellikle erken yasta ortaya cikmalari, bilateral ve
ailesel olmalar: gibi 6zellikleri nedeniyle birbirine benzerse de bu
genlerin dizileri arasinda bir iliski kurulamamstir. Primer dizideki
farklara ragmen yine de genomik olarak iki gen arasinda pekcok
benzerlik vardir. Her iki gen de olduk¢a buytiktiir ve genomik
DNA'da yaklagtk 80kblik bir alan kaplarlar. Her iki genin de
yarisindan fazlasini olusturan genis bir merkezi ekzonu vardir,
BRCA1 ve BRCAZ2 genleri sirasiyla 1863 ve 3418 aminoasit
uzunlugunda. blylk proteinleri kodlarlar ve 24 ve 27 ekzondan
olusurlar (Sekil 2.9). Insan BRCALI ile fare brcal ve insan BRCA?Z ile
fare brca2 amino asit dizilerinin karsilastirilmasi sonucunda %60
oraninda homoloji belirlenmekle beraber, bir cok tiimér baskilayici
genin tdrler arasinda ¢ok daha fazla korunmus oldugu da
bildirilmektedir (42).

Ring Chk2 ATM 1863aa
5988 §51387/1423/1524

452 1079
Bard1 DNA baglama fragmar SQ klimesi BRCT
Bachi

Transaktivasyon BRC tekrarlan Rad51 baglanma
Domaini Rad51'e zgiil baglanma

Sekil 2.9: BRCA1 ve BRCA2'nin gematik yapisi. BRCA1 C-terminalindeki BRCT
(BRCA1 karboksi terminal) motifi ve SQ kiime bélgesi (fosforilasyon
bolgesi) ve N-terminalinde ring domaini ile karakterize iken, BRCA2,
¢ok genis bir ekzon olanll’inci ekzonunda 8 BRC peptid motifi ve
RADS1 interaksiyon domaini ile karakterizedir ve ayrica BRCA2'nin C-
terminalinde ssDNA baglayici domaini bulunur (43).

Biyokimyasal, genetik ve sitolojik calismalar, BRCAI ve BRCA2
genlerinin ¢oklu fonksiyona sahip oldugunu géstermistir. BRCAI ve
BRCA2 proteinleri homolog kromozomlarin rekombinasyonu
kontroltinde, DNA hasarina cevapta ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde,
hilcre  dénglistinun  kontrolinde ve  transkripsiyonda rol
oynamaktadir. BRCAl'in DNA hasarina erken cevapta rol oynadif
bildirilmistir. DNA hasarindan sonra birka¢ dakika icinde histon H2A
ailesi tiyesi olan H2AX kirik bdlgesinde asir1 fosforillenir BRCA1 bu




bélgeye diger proteinler (RADS0, RADS1 gibi) gelimeden ¢ok dnce gelir.
Bu bulgular H2AX ve BRCAl'in yerel kromatin yapisini degistirerek
tamirin baslamasinda rol aldigini gosterir. BRCA1 ve BRCAZ2 ayrni
zamanda diziye-0zgQl transkripsiyon faktdrleriyle etkilesime girerek
transkripsiyonel ko-regulatér olarak fonksiyon gosterir. Ayrica
BRCAlin SWI/SNF-iligkili kromatin-remodelling kompleksinin bir
- parcast oldugu bildirilmistir. BRCA1l’In endojen pd3 bagmh olarak
p21 ve p53 promotorlarimi stimule etmesi de fiziksel olarak SWI/SNF
kompleksine baglanmasina baghdir. BRCAI ya da BRCAZ2
bozukluguna neden olan kromozomal instabilite (kromozomal
kiriklar, anodploidiler, sentrozom amplifikasyonlar:)) meme timor
olusumunun temelini olusturabilir. Genellikle DNA tamirinde
bozulma, gelisimin durmas: ve hiicre 6&limuyle sonuclanir. BRCA
hticresel cevaplardan kaynaklaniyor olabilir. BRCA1l ve BRCAZ2
ekspresyonu gelisimsel olarak reglile edilirler. Puberte ve gebelikte
ekspresyonlar: artarken, Ostrojen diizeylerinde de artis gorulmesi,
ostrojenin BRCA1 wve BRCA2 ekspresyonunu stimule ediyor
olabilecegini gdstermektedir (33,44)

Risk grubu kadinlar1 saptamak olduk¢a guc olmasina ragmen,
aile oykulerinde veya kendilerinde kolon veya meme kanseri olan
kadinlarda ovaryum kanserine yakalanma riski diger kadinlara goére
daha yliksek bulunmustur (26). '

Meme ve over kanserlerinin yaklasik %5-10'unun ortaya cikis
nedeni olarak, kansere vyatkinlik genlerinin penetrans: fazla
mutasyonlar: kabul edilmektedir ve BRCAI ve BRCAZ bu olgularin en
az yarisindan sorumludur. Bu mutasyonlar: tagiyan bireylerde hayat
boyu meme, over, prostat ve cesitli diger bodlgelerin kanserlerini
olusma riski artmaktadir (45,46) Ozellikle erken vas meme kanseri
olan bireylerin birinci derece akrabalarinda meme kanseri riski BRCA
mutasyonu tasiylp tasimamalarindan bafimsiz olarak artmaktadir.
Bu risk yas azaldik¢a ve hasta birey sayis1 arttikca artmaktadir.
Ayrica BRCA mutasyonu tasimayan erken vyas meme kanserli
bireylerin birinci derece akrabalari arasmmda prostat, serviks, non-
melanoma deri kanserlerinin sikliklarimn arttifs gésterilmistir (33).
Genetik baglanti analizleri kullanmilarak yapilan ilk ¢alismalar, BRCA1
genindeki mutasyonlarin kalitsal kanserlerin %45’inden, BRCAZ2
mutasyonlarmin ise bu olgularin %35%inden sorumlu oldugunu
gOstermistir (46).

Bu iki buyuk gende kalitsal mutasyonlarin yogunlastisi
herhangi bir hotspot bélge bulunmamistir (47) (Sekil 2.10,2 11).
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Bu nedenle genellikle hizli mutasyon tarama yoéntemleri kullanilarak
(6rnegin SSCP, DGGE, DHPLC, PTT gibi) cesitli poptilasyonlarda cok
sayida mutasyon taramasi cahsmasi yvapilmistir, Baz:
populasyonlarda kurucu (“founder”) mutasyonlar gorulmustiir.
Bunlardan en ¢ok bilineni Ashkenazi Yahudilerinde saptanan t¢
kurucu mutasyondur. Bu mutasyonlardan ikisi BRCAI genindeki
185delAG ve 5382 insC mutasyonlar: ve bir digeri BRCA2 genindeki
6174delT mutasyonudur. Ornegin cok merkezli bir arastirmaya 40
vasin altinda meme kanseri tamisi almis 457 Ashkenazi Yahudisi
kadin dahil edilmis ve bu u¢ kurucu mutasyondan biri hastalarin
%40’ mda saptanmistir (48). Ayrica BRCA mutasyon tasiyicisi meme
kanseri hastalarinda kontralateral tiimér olusturma riskinin %60-70
kadar ytiksek olabilecegi bildirilmistir (48). Farkli toplumlarda farkli
kurucu mutasyonlar degisik oranlarla belirlenmistir. Ornegin,
Isve¢’in batisinda yapilan bir calismada 62 bireyden 16'sinda
3171ins5 mutasyonu bulunmus ve bu mutasyonu tasiyan ailelerin
Isve¢’in bati kiyisinda yerlesik olduklar: belirtilmistir (49) lizlandal:
42 bireyin analiz edildigi bir ¢alismada ise 11 bireyde BRCA2 geninde
999del5 mutasyonu, ve bir bireyde de BRCAI geninde G5193A
mutasyonu saptanmstir (90}, BRCAZmin 999del5 mutasyonu
Finlandiya popllasyonunda da siklikla gozlenen bir kurucu
mutasyondur, BRCA2 geninde bulunmus olan toplam 40
mutasyondan 13’Unu olusturur (51). Slovenya’ls yiiksek risk grubu
yedi bireyde yapilan mutasyon analizinde ise bu bireylerin ticiinde
BRCAZde bir “splice” bolge mutasyonu olan IVS16.2 A-G
bulunmustur (52). Polonya’dan 63 ailede yapilan calismada da,
ailelerin  %9unda BRCAI'de 5382insC ve %5%nde 300T-C
mutasyonlar: gézlenmistir (53). Ayrica yine Polonya’li bireylerde
yapilmis daha genis ¢capl bir ¢aligmaya dahil edilmis olan 200 yiiksek
risk grubu meme ve/veya over kanserli bireyden 111’inde tic kurucu
mutasyondan (BRCAI'de 5382insC, C61G, ve 4153delA) Dbirisi
bulunmustur (54). Iskandinavya’li (cogunlukla isvec’li) 106 meme
ve/veya over kanserli bireyin tarandigi bir calismada da BRCAZ2nin
4486delG mutasyonu toplam bes bireyde bulunmustur (55).
Hollanda’h 170 meme kanseri ailesinde yapilan calismada ise 3
blytk delesyonun ailelerin %36’sinda gézlendigi bildirilmistir (56).
Ayr1 bir calismada da 643 Hollanda’li ve 23 Belgikah bireyde
BRCAI'de mutasyon taramasi yapilmis ve 2804delAA mutasyonu 19
bireyde gézlenmistir. Ayrica bu mutasyonun Hollanda disinda hicbir
yerde rapor edilmedigi belirtilmistir (57). Ispanya’da yapilan
calismada BRCAI'de 185delAG ve BRCA2'de 9254delATCAT gibi
tekrarlanan mutasyonlar oldugu ancak bunlarin frekanslarinin cok
dusuk oldugu bulunmustur (58). Benzer sekilde Kuzey ve Glney Cin
orijinli 214 over kanseri olgusunun incelendigi calisma sonucunda
BRCAI'de 2371-2372delTG ve BRCA2'de 3337C-T mutasyonlar: iki ya
da ¢ bireyde bulunmustur. Ozellikle bu tekrarlayan mutasyonlarin
Cin’in Guney’inde Hong Kong’lu bireylerde bulundugu vurgulanmistir




(59). 82 Japon over kanserli hasta ile yapilan bir calismada ise
BRCAI'de L63X ve Q934X mutasyonlarinin sirastyla yedi ve sekiz
gilede tanimlandi bildirilmistir (60). Meme/over kanserli Rus 25
bireyin c¢ahsildig bir ¢aligmada da ti¢c bireyde BRCAI'de 5382insC
mutasyonu bulunmustur (61). Kurucu mutasyonlar ¢ogunlukla
genetik olarak izole toplumlarda ya da etnik orijine bagh olarak
saptanmaktadir. ' '

Kore’li Meme ve/veya Over kanser ailelerinde yapilan calismada
ise O ailede BRCAI ve BRCAZ2 genlerine ait dokuz farkli mutasyon
bulunmustur {62). Filipin’li 294 meme kanseri olgusunda yapilan
BRCAI ve BRCAZ2 taramas1 sonucunda toplam mutasyon orani %5.1
bulunurken, BRCAZ2de 4265delCT ve 4839delA mutasyonlari
sirasiyla iki ve dort ailede gdsterilmistir (63). [ran’l: 22 bireyin BRCAI
mutasyonlar agisindan tarandigi arastirmada ise dort yanhs anlaml
mutasyon, iki polimorfizm, ve iki intronik bdélge degisimi
pulunmustur (64). Meksika’li 51 meme kanseri hastasinin BRCA1 ve
BRCA2 genlerinin taranmasi sonucunda toplam jki erken sonlanma
mutasyonu ve alti tane de biyolojik dnemi bilinmeyen varyant
gbzlenmistir  (65). Taylandli toplam 18 bireyin dahil edildigi
cahsmada ise toplam 6 hastalik yapici, iki yanlis anlamli, ve iki
intronik bdlge mutasyonu bulunmus ve bulunan bu mutasyonlarin
Asya poplilasyonunda yapilan diger calismalarin bulgularindan farkh
oldugu belirtilmistir (66). Bu calismalar sonucunda, mutasyon
saptanma sikhig1 calisilan populasyona, kullanilan yénteme, genin
hangi bolgelerinin tarandigina, ve ¢alismaya dahil edilen bireylerin
secim kriterlerine gore farklilik géstermektedir,

Ulkemizde yapilan calismalarda da hasta secim kriterleri,
taranan gen bélgeleri, kullamlan yéntemler ve saptanan mutasyon
oranlar1 farklilk gostermektedir. Balc1 ve ark’lari 15 ailesel meme
ve/veya over kanseri hastasinda PTT ya da CSGE yontemleri
kullanarak BRCAI ve BRCAZ2nin tim kodlayici bolgelerini taramig ve
tic tane hastalik yapici mutasyonun varhgini gdstermistir (67). Yazici
ve ark. ise 53 ailesel meme ve/veya over kanseri, 52 erken yag meme
kanseri hastasinda BRCAI'in 2,11,14 ve 20’inci ekzonlarini,
BRCA2min ise 10 ve 1linci ekzonlarini PTT ya da heterodupleks
analizi ile taramis ve toplam 11 hastada hastalik yapici mutasyon
gdstermistir (68}. Ozdag ve ark, alti kalitsal, yedi ailesel, 27 erken
yas ve 10 erkek meme kanseri hastasimnda BRCAI geninin 2,5,11,13
ve 020%nci ekzonlarini, BRCAZ2 geninin ise 11’inci ekzonunu
heterodupleks analizi ydntemi ile taramig ve lic hastada hastalik
yapici mutasyon, BRCAI geninin 11’inci ekzonunda ise alt1 farkh
yanlis anlamh mutasyon bulmuslardir (69) Yazici ve ark.’nin, yapmis
oldugu 15 ailesel, 87 ailesel olmayan over kanserini kapsayan PTT
yontemi ile mutasyon tarama calismasi sonucunda ise 17 hastada
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mutasyon gosterilmistir (70). Bu c¢alismalarda saptanan mutasyonlar
heterojen bir dagilim gostermektedir.

BRCA1 ve BRCAZ2 mutasyonlar: disinda p53 mutasyonlarinin
neden oldugu Li-Fraumeni Sendromu, PTEN mutasyonlarinin neden
oldugu Cowden Sendromu, DNA tamir mekanizmalarindaki hatalarin
neden oldugu Lynch sendromu (herediter nonpoliposiz kolorektal
kanser), MEN] gen mutasyonlarmmm yol a¢ti@ multiple endokrin
neoplazi tip I gibi sendromlarda da meme ve/veya over kanserine
yatkinlik oldugu bildirilmigtir (17,22).  Diger bir c¢alismada da,
kahtsal meme kanserlerine kalitsal yatkimhgn %Z20’sinden BRCAI,
%?20’sinden BRCAZ, %5’inden CHEK2 (cycle-checkpoint kinase gene),
%1’inden p53*un sorunlu oldugu bildirilmistir. Kalan %547k dilimin
ise henuz sayilari bilinmeyen ve farkli penetranslara sahip yatkinhik
genleri, hormonal ve cevresel faktdrlere maruz kalma ve tesadiifen
olusan genetik olaylar nedeniyle ortaya c¢iknus olabilecegi tahmin
edilmektedir (71). Meme kanseri olma riskiyle c¢esitli genlerin
polimorfizmleri arasmdaki iligkinin aragtirildi@i  pek ¢alisma
mevcuttur. Ornegin, Dalay ve ark.larinin yapmis oldugu 115 meme
kanseri hasta ve 76 saglkli bireyin dahil edildigi ¢alismada p531in
72’inci kodonundaki Prolin’in Arjinin’e déntisiimine neden olan
polimorfizmin homozigositesi ile meme kanseri arasindaki iliskinin
istatistiksel olarak anlamli oldugu godsterilmistir (72). Diger bir
calismada ise, vitamin D reseptér polimorfizmleri ile meme kanseri
arasmda iligki oldugu gosterilememistir (73). Ambrosone ve
ark.larinin  yaptigi calismada, CYP17 polimorfizmleri ile meme
kanseri riski arasinda iliski olmadigi bulunmustur (74). Folat
metabolizmasinda, DNA biyosentezinde ve metilasyonda rol oynayan
metilentetrahidrofolat rediktaz (MTHFR)in C677C/C1298C ve
T677T/A1298A birlesik heterozigotlarinin premenapozal kadinlarda
sporadik meme kanseri risk faktérii oldugu saptanmstir (75).
Ostrojen reseptdr gen polimorfizmlerini belirlemek amaciyla 100
meme kanseri hastasinin ve 100 kontrol bireyin genomik DNA’larinda
yapilan calismada C975Gde G/G ve G1782A’da A/A genotipinin
meme kanserine karsi koruyucu etkisi oldugunu istatistiksel olarak
anlamh bulmuslardir (76). Ancak, Koreli 110 meme kanseri
hastasinda ve 45 normal kontrol bireyde yapilan ¢alismada C975G
degisiminin meme kanscri riskini ectkilemedigi fakat &Ostrojen ve
progesteron reseptorlerinin ckspresyonuyla pozitif, P53
ekspresyonuyla negatif bir korelasyon oldugu istatistiksel olarak
gosterilmistir  (77). Sitokrom p4501B1 (CYP1B1) ve Katekol O-
metiltransferaz (COMT) gen polimorfizmlerinin 84 Tirk meme kanseri
hastas: ve 103 saghkli kontrol bireyde arastirildigni calisma
sonucunda, CYP1B1’de L432V allelinin BMIi 24kg/m?2 olan bireyler
icin anlamli bir yatkinhk faktérti oldugu istatistiksel olarak
gbsterilmistir (78). Diger yandan, 178 meme kanseri hastasi ve 356
kontrol bireyde yapilmis olan bir calismada ise CYPIB1 L432V




polimorfizmi ve CYP19 geni tetrantikleotid tekrarlari ile meme kanseri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki olmadig: bulunmustur
(79). Sitokrom P450 1Al (CYP1Al) gen polimorfizmleri acisindan 117
over kanserli bireyin degerlendirildigi c¢alismada, CYPIAl fle/Val
genotipinin over kanseri riskini arttirdign gozlenmistir (80). 152
Yunan ve 301 Tirk meme kanseri hastasi ile yapilan bir ¢calismada
ise RNASEL Arg462GIn varyanti ile meme kanseri riski arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir (81). CHEKZ
(cell-cycle-checkpoint kinaz 2) geninin de BRCAI ve BRCAZ negatif
ailesel meme kanserleriyle iliskili oldugu bilinmektedir. CHEK?Z2
geninin 1100delC varyanti agisindan 327 meme kanseri hastas: ve
331 saglikli kontrol birey degerlendirilmis ve sadece 6 saghkl bireyde
bu varyantin varh@ saptanuken 27 hastada (%11.4) varyantin
gdzlenmesi istatistiksel olarak anlamh bulunmustur. Ayrica bu
varyant1 tasiyan bireylerde hastalik gelisiminin tasimayanlara gore
daha erken yasta gergeklestigi gézlemlenmistir (82).

Meme ve kolon kanserleri gibi sik gbzlenen kanserlerin kalitsal
formlar: daha iyi tamimlandik¢a, kanserde genetik danisma alani da
hizla gelismistir. Kanserde genetik danigma, prenatal ve postnatal
klinik danmismadan farklidir. Ornegin, ailede kanserin kalitsal
paterninin belirlenebilmesi i¢in en az U¢ kusakh soyagaci gereklidir,
Ayrica hastaligin yas: ve lokalizasyonu gibi bilgilerin dogrulugu ¢ok
onemlidir. Bu aielelere verilecek genetik danmismada aileler bilinen
birkac kanser agismdan degerlendirilir. Bunlardan biri BRCAI ve
BRCA2 genlerinin kalitsal mutasyonlarinin neden oldugu kalitsal
meme-over kanserleridir. Meme kanseri olma riski %45-85
geninin neden oldugu Cowden sendromunda meme kanseri riski
%25-50 arasindadir ve troid ve endometrium kanserleri de olusabilir.
En iyi bilinen kanserlerden biri olan Li-Fraumeni sendromunun
olusum nedeni p53 genindeki mutasyonlardir ve meme kanseri riski
% 50 olup, sarkoma, adenokortikal timor, beyin, ve losemi de ortaya
cikabilir. STK11 geninin mutasyonlariyla olusan Peutz-Jeghers
sendromunda meme ve jinekolojik kanser riski normal topluma gore
203 kat artar ve gastrointestinal, pankreatik, over ve uterin
kanseri olma riski normal poptilasyona gore 1.5-7.1 kat artmaktadir.
Ayrica, ailesel meme kanseri/kalitsal meme ve kolorektal kanserlerde
gdzlenen CHK2 geninde 1100delC varyanti da meme kanserini iki kat
arttirmakta ve bu sendromda da kolon kanserleri gozlenmektedir
(83). Kendilerinde ya da yakinlarinda meme/over kanseri olan
bireylerin yasadifi en buylk guclukler arasinda bireylerin meme
kanseri riskini dogru anlayamamasi, ve kanser nedeniyle olugan
anksiyete vardir. Genetik danigma sayesinde bireylerin meme kanseri
riskini daha iyi anlamalari saglanabilmektedir. Riskin hasta
tarafindan dogru algilanmasi ¢ok onemlidir ¢unku tarama ve




korunma stratejilerine karar verilmesinde énemli yer tutmaktadir,
Yine riskin algldanmasinda psikolojik ve kiiltiirel farkliliklar da
etkilidir (84).

2.7.2. Meme/Over Kanserlerine Neden Olan Genetik
Olmayan Diger Faktorler

Meme kanseri tlim kanser ttrlerinin 1/10unu olusturmaktadir
kanserleri epidemik olarak degerlendirilir. 2000 yili icin diinya
capinda meme kanseri nedeniyle 370.000 kisinin yasamini kaybetimis
olmasmna ragmen, cografik farkliiklar dikkati cekmektedir. Afrika ve
Asya’da meme kanseri gortlme orani Kuzey Amerika ve Kuzey
Avrupaya oranla 10 kat daha distk bulunmustur. Géc etmis
poptlilasyonlarda yapilan ¢alismalar genetik altyapinin bu farkhiikta
¢ok az etkisi oldugunu gdstermistir. Zaman icinde de meme kanseri
olgu sayilarinda gézle goriilir bir artis olmustur. Global olgu sayisi
1980’de 572.000 iken, 2000 yilinda bu say1 1.050.000% ytikselmistir
Bu artisin nedenleri tam olarak agiklanamamakla beraber, cevresel
faktorlerle ilgi kurmak olasidir. Bu artisin bir baska sebebi de
teknolojinin gelismesiyle daha énce tani konulamayan hastalara da
tan1 konulabilmesi olabilir. Olgu sayilarmnin artisina ters olarak
mortalite sayist ABD’de ve Ingiltere’de hafif diistis gostermeye
baslamigtir. Risk faktérleri reprodaktif hayat (ilk gebelik yasi, dogum
sayisl, menars ve menopoz yast gibi), hormonal faktoérler, diyet,
genetik ve radyasyon ve bazi kimyasallara maruz kalma ile
iligkilendirilse de meme kanserlerinin cogu aciklanamamakta ve yeri
risk faktdrlerinin tammlanmasina ihtiyag duyulmaktadir. Yivecek,
hava, su, toprak kirliligine, kimyasal ve ntikleer kirlilige maruz kalma
ile meme kanseri arasindaki iliski hakkinda daha fazla calisma
yapimasina ihtiya¢ duyulmaktadir (85).

Meme ve over kanserleri etiyolojide pek cok ortak faktdre
sahiptirler. Bu, over kanserinin tanumlanmasini takiben malign
meme tumorlerinin ortaya cikisini aciklayabilir. Meme ve over
kanserleri hormon bagimlidirlar ve erken menars, gec menopoz, ilk
dogum yasinin gec olmasi her iki kanserde de risk faktérii olarak
kabul edilmektedir (37). Endojen ya da ekzojen olarak Ostrojene
maruz kalma slresi uzadikca (6rnedin erken menars ve gecg
menopozda oldufu gibi) kanser gelisme riski de artmaktadir (86).
Nijeryali 234 meme kanseri kadin ve 273 normal kontrol bireyle
yapilan bir ¢calisrnada da postmenopozal kadinlarda obezite ve meme
kanseri gelisme riski arasinda pozitif bir korelasyon bulunmasi da
Gstrojene maruz kalma ile agiklanabilir (87). Primer over kanserli
hastalarda ortaya cikan meme kanserlerinin %437 klinik takipte
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semptom gdstermemislerdir ve bu durum over kanserli hastalara
artan meme kanseri riskinin agiklanmasinda énemlidir (86).

Hormon replasman tedavisinin (HRT) kullanimi meme kanseri
goriilme sikligi arttirmaktadir. Bir milyondan fazla kadinla yapilan
bir calismada, HRT tedavisini halen kullanmakta olan kadinlarda, hi¢
kullanmamus olanlara gére meme kanseri gelisme ve bu nedenle 6lim
riskinin artmus oldugu saptanmustir. Ayrica etkinin Sstrojen-
progesteron kombinasyonunda diger HRT tiplerine oranla daha fazla
oldugu bildirilmistir. Ayn1 caligma, énceden HRT kullanmas fakat
halen kullanmamakta olan bireylerde ise riskin artmadigim

gbstermistir (88}.

Kat1 ve sw1 yaglarin yiiksek miktarda kullanildig toplurmlarda
over kanserine yakalanma oranimin yiksek oldugu bulunmustur
(26). Ayrica yapilan pek ¢ok caligmada meme kanseri ve lifli yiyecek
yeme arasinda ters oranti oldugu gésterilmistir (89). Lifli yiyeceklerin
meme kanserine karsi potansiyel koruma mekanizmasi, bu
yiyeceklerin serum o&strojen duizeylerini ve steroid hormon dizeyini
diistirmesi ile agiklanabilir. Hormon metabolizmasiyla ilgili olarak
over kanserleri ve meme kanserleri arasindaki benzerlik nedeniyle
aym mekanizma over kanserleri icin de gecerli olabilir. Nitekim lifli
yiyecek tiketimi ile over kanseri riski arasinda ters oranti
pulunmustur (90). Ayr reakti{ oksijen trlerinin olugturdugu
oksidatif stresin de meme kanseri baslangicinda ve progresyonunda
rol oynadigi bilinmektedir. Meme hicrelerinde oksijen radikalleri
aerobik respirasyonda oksijen kullanimi sonucu strekli olarak
tiretilmektedir. Mitokondride yapilan superoksit hidrojen peroksit ve
hidroksil radikallerine déntistiriltr. Epidemiyolojik c¢alismalar,
antioksidanlarca zengin diyetin meme kanseri geligiminin
engellenmesine yardimcl olugunu ortaya koymustur. Hatta bu
bulgular, Ingiltere hitkumetinin bireylere ginde en az bes porsiyon
meyve ya da sebze yemelerini dnermesine neden olmustur (91).
Antioksidanlar reaktif oksijen tlrlerini inaktive ederek oksidatif
hasari engeller vya da geciktirir. Yiyeceklerden alinabilen
antioksidanlar olan E vitamini, C vitamini, polifenoller, ve
likopen’in serum ve doku dtizeyleri ile meme kanseri de dahil olmak
tzere cesitli kanser olusum riskleri arasinda ters bir oranti oldugu
gosterilmigtir (92}

2.8. Meme/Over Kanser Tedavisi Icin Gelistirilen Yeni
Yontemler
Normal meme gelisiminde, tUreme sisteminin, kemik
metabolizmasinin, kardiyovaskililer ve merkezi sinir sisteminin
regulasyonunda énemli fizyolojik rohi olan Ostrojenler ve reseptérleri
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meme, endometrium ve over gibi timoérlerin baslangic: ve gelisimi icin
6nemlidir. Kismi antidstrojen olan tamoksifen kullaniminin erken
evre meme kanserlerinde hastaliksiz yasam stiresi ve genel yasam
suresinin uzamasini sagladig: gosterilmistir. Ancak tamoksifen
tedavisinin uzun sureli olmasi durumunda uterotrofik etkisi
nedeniyle endometrial kanser riski artmaktadir ve ayrica tamoksifene
kargt klinik direncle de kargilasilabilmektedir. Ostrojen-ER sinyalini
aktivitesini durduran meme kanseri tedavi yontemleri de ilgi
cekmektedir. EGFR ve ErbB2/HER-2/neu meme kanserleri icin hedef
alman blyume faktérii sinyal molekuillerindendir (93). Her-2
amplifikasyonu meme kanserlerinin %25’%inde rastlanmakta ve bu
EGFR ve ErbB2/HER-2/neu’yu hedef alan stratejiler antireseptér
antikorlarini tirozin kinaz inhibitérlerini, reseptdér antisens
molekillerini igerir. Her 2 proteininin ektraselliiler domainine kars:
olusturulan monoklonal antikor olan herceptin metastatik meme
kanserlerinin tedavisi igin gelistirilmistir. Meme kanser tedavisi i¢in
geligtirilmekte olan difer ajanlar diger ntikleer reseptér ligantlarim
icermektedir. Bunlar arasinda retinoik asit reseptdr ligantlar olan
retinoidler ve vitamin D reseptérleri (PPARy ve VDR) de vardir (93).
Bir nukleer reseptér olan VDR ligantina (vitamin D-3in biyolojik
olarak aktif formu) baglandiginda aktive olarak VDR sinyal yolunu
etkiler. Bu yolda gelisimin durmas, farklilagma ve/veya apoptozis
yvani bliyiumenin negatif regtilasyonu gercgeklesir. VDR normal meme
dokusunda sentezlenir ve Jstrojene ters sekilde etki ederek
farklilagmaya neden olur. Hayvanlarda yapilan calismalar vitamin D
iceriklerinin meme kanseri gelisimini azalttifimi gdsterirken,
insanlarda yapilan c¢aligmalar da vitamin D durumunun ve genetik
varyasyonlarinin meme kanseri riskini etkiledigini ortaya koymustur.
Sonug olarak, huicresel, molekililer ve poptlilasyon diizeyinde yapilan
calismalarda VDR’ nin meme kanserlerinin tedavisinde
kullanilabilecek bir hedef olabilecegini géstermektedir (95)

Over kanseri cerrahi yontemlerinin gelisimine ve vyeni
kemoterapatik ajanlarin gelistirilmesine ragmen son 25 yilda over
kanseri hastalarinin  genel hayatta kalim sliresinde degisim
olmamistir. Over kanserlerinin molekiiler biyolojisinin  ve tek
nukleotid polimorfizmlerinin, onkogenlerin, ve timér baskilayica
genlerin tumoér hiicre gelisimindeki etkisinin anlagilmasinda 6nemli
gelismeler olmustur. Gen defektlerine kars: ve tek bir over hiicresinin
vikimina 06zgiill stratejiler gelistirilmistir. Htcre proliferasyonu,
apoptoz, angiogenez, hticresel adezyon, hticre motilitesini kontrol
eden hedef reseptorleri ve sinyal iletimi yollarini hedef alan molekiler
temelli terapiler ile ilgili calismalar devam etmektedir. Bu calismalar
sonucunda normal htlcrelere daha az toksik tedavi vyollarimn
gelistirilmesi beklenmektedir (96). Ayrica over karsinogezisinde ige




karigan yeni  molekullerin saptanmasiyla  yeni stratejiler
gelistirilebilecektir. Ornegin, Over Clear Cell Karsinoma (CCC)
ekspresyon profilleriyle yapilan bir calismada oligontiikleotid array
teknigi ile bir transkripsiyon faktdrt olan hepatosit nukleer faktor-
1betanin (HNF-1beta) over kanserlerinde up-regiile oldugu
gbsterilmistir. Yapilan RNA interferans calismasinda HNF-1lbeta
ekspresyonunun engellenmesi ile over kanseri hucrelerinde
apoptozun gerceklestigi ve bu nedenle HNF-1betamin hem CCClye
6zgiil bir marker hem de tedavide molekiiler bir hedef olabilecegi
bildirilmistir (97).
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MATERYAL VE YONTEMLER

Bu calismada, Akdeniz Universitesi, Tip Fakultesi, Genel
Cerrahi Anabilim Dali ve Kadin Hastaliklar: ve Dogum Anabilim
Dali’na basvuran hastalardan asagida listelenen kogullardan en az
birini saglayan bireyler arastrma hakkinda bilgilendirildi ve
gontillil olanlardan imzal izin alnarak 10 ml periferik kan alindi.
37 erken yas grubu, 26 ailesel meme/over kanseri grubu, u¢
erkek meme kanseri, alt1 bilateral kadin meme kanseri ve li¢ meme
ve over kanseri hastasi olmak tizere toplam 75 hasta arastirmaya
dahil edildi.

Bireylerin genomik DNA’lan elde edilerek BRCAI ve BRCAZ2
gen mutasyonlari, katmanli denatlire edici jel elektroforezi (DGGE)
ya da gidik protein testi (PTT) uygulanarak tarandi. Bu analizler
sonucunda jelde mutasyon olma olasih@ gdsteren érnekler igin dizi
analizi uygulanarak mutasyonlar karakterize edildi

3.1. Hasta Secimi ve Gruplarin Olusturulmasi
Calismada yuksek risk grubu meme/over kanseri hastalari
dort ana grupta toplandi: '

« Erken yas meme/over kanseri hastalar: 40 yas ya da daha
énce meme va da over kanseri tars: almig kadin hastalar

o Ailesel meme/over kanseri hastalart: Birinci ya da ikinci
derece akrabalarindan en az birinde meme ve/veya over
kanseri &ykiisii olan meme ve/veya over kanseri tanisi almig
kadin hastalar

e Erkek meme kanseri hastalar: Herhangi bir yasta meme
kanseri tanisi almis erkek hastalar

» Bilateral meme ya da hem meme hem over kanseri tanist
almis kadin bireyler

3.2. DNA izolasyonu

Hastalardan alinan 10 ml periferal kan EDTA’L1 steril ttplere
(venoject® EDTA(Ks)) toplandi. Miller ve arkadaslari, tarafindan
gelistirilen standart DNA izolasyon yoéntemi (98) degistirilerek,
kullanilan cozeltiler ve islem basamaklan asagida verildigi gibi
uygulandi.
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3.2.1. Kullanilan Cézeltiler:

Lizis Tamponu

155 mM NH4Cl (Sigma)

10 mM KHCO3 (Sigma)

1 mM EDTA pH 7.4 - 8.0 (Sigma)

Yukarida verilen derigimleri saglayacak sekilde distile su ile
hazirlanan lizis tamponu otoklavda sterilize edildi ve +4°C’de

sakland.

WBL (White Blood Lysis) Tamponu

0.1M NaCl

0.025 M EDTApH 7.4 ~ 8.0

Yukarida verilen derisimleri saglayacak sekilde distile su ile
hazirlanan WBL tamponu otoklavda sterilize edildi ve oda 1sisinda

saklanda.

9.5 M Amonyum Asetat
36.613 gram amonyum asetat ( CHsCOONH4, Merck) 50 ml
distile suda ¢ozildt. Otoklavianarak sterilize edildi ve oda 1sisinda

saklandi.

%10 SDS Cozeltisi
1gr SDS 10 ml distile suda ¢&ziildil. Filtre ile steril edildi ve

oda 1sisinda saklanda.

Proteinaz K

20°C’de saklandi.

%70’lik Etanol
70ml Etanol, 30 ml distile su ile karnstirildi ve +40C’de

saklands.




3.2.2. Islemler

10 ml EDTA’h kan alt Ust edilerek homojenize edildikten
sonra steril 50 mllik falkon tiiplere aktarildi. Uzerine 30 ml lizis
tamponu eklendi ve vortekse iyice karistirildi. Buzda 15-20 dakika
bekletildi. Bu stire boyunca bir ya da iki defa vorteksde karistirildi.
+40oC’de dakikada devir sayis:t (rpm) 1500 olacak sekilde 10 dakika
santrifuj(Sigma) edildi. Dokelti atildi. Cokelti elle vurularak iyice
homojenize edildikten sonra lzerine 20 ml lizis tamponu eklendi.
+40C’de 1500 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi Dékelti atildi
Cokelti homojenize edildi. Cokeltive 9.4 ml WBL tamponu, 5S00 ul
%10°Tuk SDS, 50 pl Proteinaz K (20mg/ml) eklendi. 37°C’lik ettivde
16 saat (bir gece) bekletildi. Ertesi glin lizerine 3.7 ml 9.5M
amonyum asetat c¢ozeltisi eklendi Beyazimsi bir renk olusana
kadar elle vurularak iyice karigtirildi. 25 dakika oda 1sisimda 5000
rpm’de santrifuj edildi. Sivi dékelti fazi yeni bir steril falkon
tiiptinde topladi. Toplanan sivi fazin tizerine 1:2 oranimnda saf
etanol ya da izopropanol! eklendi, ve alt {ist edilerek DNAnin
toplanmas1 saglandi. Goézle ayirt edilebilir bir sekilde c¢dkelti
olusturan DNA’lar %70’lik Etanol bulunduran 1.5 ml’lik ependorf
tiplere aktarildi. 13000 rpm’de oda 1sisinda 10 dakika santrifuj
edildi. Ust faz atildi Cokelti 37°Clik etlivde agzi agik olarak
DNA ornekleri uzun sure saklanacaksa -20°C’de, kisa siirede
kullanilacaksa +4°C’de saklandi. '

3.3. PTT (Protein Truncation Test; Giidiik Potein Testi)

Bazi hastalarda BRCA1 geninin 11. ekzonunda mutasyon
taramas! igin PTT testi kullamldi. Hogervorst ve arkadaslan
tarafindan gelistirilen PCR protokolleri asagida verildigi sekilde
uyguland: {99). Bir T7 promotor dizisi ve bir &karyot translasyon
baslangic dizisi igeren ileri (forward) primer kullanildi. Beklenen
biytiklikteki PCR urtnleri PTT analizi i¢in kullan:ildi.

3.3.1. PCR Protokolii:
94 oC ‘de 4 dakika

94 oC ‘de 1 dakika
52°C ‘de 3 dakika } 35 dongt
72°C ‘de 1 dakika
720°C ‘de 5 dakika
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3.3.2. PCR icerigi

dNTP karisimi(10mM) 2.5ul
10X Tampon 2.5ul
Ileri primer (10pmol/pl) 1l
Geri primer (10pmol/ul} 1ul
MgCl2[50mM] 0.75ul
Taq pol (5u/pl) 0.1
H20 16 25ul
DNA(100-500ng/ pl) ipl

Kullanilan primer adlar: ve dizileri Cizelge 3.1'de verildi.

Cizelge 3.1: BRCAI geninin 11 ekzonunun PIT analizinde kullanilan primer
adlar ve diziteri

Primer adi Primer diziler {(5’-> 3’ yéniinde)

BRCA1-1F GCTAATACGACTCACTATAGGAACA
GACCACCATGGCTTGTGAATTTTCTG
AGACGG -

BRCA1-1IR _ | ATGAGTTGTAGGTTTCTGCTGTG

BRCA1-2F GCTAATACGACTCACTATAGGAACA
GACCACCATGGACAATTCAAAAGCA
CCTAAAAAG

BRCA1-2R AACCCCTAATCTAAGCATAGCATTC

BRCA1-3F GCTAATACGACTCACTATAGGAACA
GACCACCATGGCACCACTTTTTCCC
ATCAAGTC

BRCA1-3R TTATTTTCTTCCAAGCCCGTTCC

3.3.3. Toplam 20 Reaksiyon i¢in PTT Testinin Hazirlanig:
Buz listiinde temiz tiplere 0.5ul HO, 1.3pl PCR trdni ve
0.8 ul enhancer eklendi. 200pl TNT master (Promega TNT Quick
coupled transcription/translation systems L1170) karisimina 10pl
radyoaktif S35 metiyonin (S35- 1000 ci/mmol at 10mci/ml) eklendi.

iceren 10.5ul TNT karisimi, 10.5ul érnek tamponu ve 7ul beta-
merkaptoetanol eklendi. 70°C’de 10 dakika bekletildi Ornegin
tima jele (NUPAGE electrophoresis system NpO301 %10 Bis Tris
Gel, Running Buffer 20XMES) NP0002, Sample Buffer
NP0O0O07,antioksidan NPO0OOS5) ytiklendi. 100 Volt’da mavi boya jelin
ucuna gelinceye kadar yuriutidlda. Jeller kurutuldu. Otoradyografi
uyguland:




3.4. BRCA1 ve BRCA2 Genlerinin Kodlayici Ekzonlarn icin
DGGE Yontemi (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis; Katmanli Denatiire Edici Jel
Elektroforezi)

BRCAI ve BRCAZ2 genlerinin tim kodlayici ekzonlarinda
mutasyon taranmasi icin BioRad Dcode modelli sistem
kullanilarak paralel DGGE diizenekleri kullanildi. BRCAI ve
BRCAZ genlerine ait primer adlar1 ve dizileri sirasiyla Cizelge 3.2 ve
Cizelge 3.3te verildi. Cizelge 3.2’de verilen BRCA1 dizileri ve
asagida detaylh olarak verilen PCR ve DGGE kosullarn
Dr.Annemarie van der Hout'dan (Molekiiler Genetik DNA Servisi,
Klinik Genetik Bolimii, Groningen Universite Hastanesi,
Groningen, Hollanda) alindi.

BRCAZ2 geninin Cizelge 3.3de verilen primer dizileri
Prof.Dr.Eitan Friedman‘dan (Sheba Tip Merkezi, Onkogenetik
Unitesi, Ramat Gan, Israil) alindi. PCR ve DGGE kosullar1 daha
once Shirisverdlov ve arkadaslari (100) tarafindan olusturulan ve
asagida detaylar1 verilen sekilde uygulandi. Multipleks DGGE jel
ornegi Sekil 3.1°de verilmistir.

1 2 3 4 5 8 7 891011

Sekil 3.1: BRCAI genine ait DGGE jel 6rnegi Kuyular:1-7; Multipleks dérnekler;
kuyu 8:ekzon 7; kuyu 9:ekzon 18; kuyu 10:ekzon 10; kuyu 11: ekzon
20.
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Cizelge 3.2: BRCAI geninin titm kodlayic1 ekzonlarinin DGGE analizinde
kullanilan primer adlari, dizileri ve PCR firlin bliylkliikleri
[40GC]= CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGLLCGCCGCEGLCGL

Primer adi

Primer diziler (5°-> 3’ yonunde)

PCR Grlin

biyakltgi
{baz ¢ifti
cinsinden
i verilmigtir)
B1-GC2AF [40GCIATGATAAAATGAAGTTGTC 204
B1-2AR ACACTCTAAGATTTTCTGC
B1-2BF TTATCTGCTCTTCGCGTTG 202
B1-GC2BR 40GCJCTTCCCTAGTATGTAAGGTC
B1-3F GCGCGTTGAGCCTCATTTATTTTC 185
B1-GC3R [40GCIACAAAAGCTAATAATGGAGC
B1-GCSF [40GC]GTATTCTTTCTACAAAAGG 208
B1-5R TCCAACCTAGCATCATTAC
B1-GC6F [40GC|TTTITTTTTTGGTTGATAATCACTTGCTG (223
B1-6R CACTTGAGTTGCATTCTTG
B1-GC7F [40GCJ]ATACATAGGGTTTCTCTTG 293
B1-CGC7R CGCAGAAGAAAACAAATGGTTT
B1-GC8F [40GC|TTGCTTGACT GTTCTTTACC 209
B1-8R CGCCCGCCACTTAAAAAACCTGAGACC
B1-GCOF [40GC|CCCTTTTAAT TAAGAAAAC 191
B1-9R ACTAAATAGGAAAATACCAG
B1-GC10F [40GC]CATTTGACAGTTCTGCATAC 217
B1-10R TTCAGTGCCTGTTAAGTTG
B1-GC11F1 [40GCIATGACAATTCAGTTTTTGAG 147
B1-11R1 TATTACTGGGTTGATGATG
B1-GC11F2 [40GCIAGCTGCTTGTGAATTTTCTG 243
B1-11R2 ATAAACTGCTGTTCTCATGC
B1-GCS5T11F3 |[40GC|TTTTTACAAATACTCATGCCAGCTC 313
B1-11R3 TAGGATTCTCTGAGCATGGC
B1-GC10T11F4 |[40GC|TTTTTITITTTGTGTGAGAGAAAAGAATG |272
G
B1-11R4 CATCTACCTCATTTAGAACG
Bi-11F14 CTTTCACCCATACACATTTG 277
B1-GC11R14 [40GCITGCAGTCATTTAAGCTATTC
B1-GC11F15 [40GC]GAGTGTCTGTCTAAGAACAC 221
B1-11R15 TATTTGCAGTCAAGTCTTCC
B1-11F16 GTTTTCTTCACAGTGCAGTG 296
B1-GC5T11R16 |[40GC|TTTITTAAATAGACTGGGGCAAACAC
B1-GC12F [40GC]GTCTGCTTTTACATCTGAACC 221
B1-12R AATGCAAAGGACACCACAC
B1-13F GCGCGATTTCATTTTCTTGGTGCC 305
B1-GC13R [40GC]GGGAAGGAAAGAATTTTGC
B1-GC14F [40GC|TCAGAACAAAGCAGTAAAG 257
B1l-14R AAGATGTCAGATACCACAG
B1-GC15AF [40GCIATTGGTGGCGATGGTTTTC 204
B1-15AR CTCCTCCACATCAACAACCT




Cizelge 3.2 devam: BRCAI geninin tlim kodlayic: ekzonlarimn DGGE

analizinde kullamlan primer adlari, dizileri ve PCR tirtin
blyyliklikleri

[40GCi= CGCCCGECCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCGCGGCCGE

B1-15BF ACTACCCATCTCAAGAGGAG 196
B1-GC15BR [40GCJAAATCAAAGTGTTTGTTCC

B1-GC16AF. [40GC]GACCAGAACTTTGTAATTIC 299
B1-16AR CCAGCAGTATCAGTAGTAT

B1-16BF AAAGTTGCAGAATCTGCCC 252
B1-GC16BR [40GC|TAAGTCTTAGTCATTAGGG

B1-GC17F [40GC]GTGCTAGAGGTAACTCATG 213
B1-17R CAGCAGATGCAAGGTATTC

B1-18F ACAGCACTTCCTGATTTTG 222
B1-GC18R [40GC]TCTGAGGTGTTAAAGGGAG

B1-19F TCTATCTCCGTGAAAAGAG 176
B1-GC19R [40GC]CTGGTTAGTTTGTAACATC

B1-GC20F [40GCITGCTCCACTTCCATTGAAG 220
B1-20R TTTGTCAACTTGAGGGAGG

B1-GC21F [40GC]CCTTCTCTCCATTCCCCTG 182
B1-21R AAGGCTGGTGCTGGAACTC

B1-GC22F [40GC]GCCTGGGTTAAGTATGCAG 210
B1-22R ATTGTGTCCTCCCTCTCTG

B1-GC23F [40GC]JACAGTTCCAGTAGTCCTAC 190
B1-23R CATATAGCACAGGTACATG _
B1-GC24F [40GCJAGCCTAGTCCAGGAGAATG 251
B1-24R TGTGGCTCTGTACCTGTGG

1Bex11-5FTgc |[40GC|TTTTTTTTGAATCAAATGCCAAAGTAGC 329
1Bex11-5R GGACGCTCTTGTATTATCTG

1Bex11-6F ATTATAGGAGCATTTGTTAC 324
1Bex11-6Rgc [40GC|TTTTCGAGTGATTCTATTGG

1Bex11-7Fgc [40GC]CAAAAGGTGATTCTATTCAG 276
1Bex11-7R ATTAGGTGGGCTTAGATTTC

1Bex11-8Fgc [40GC]CAGGCATATTCATGCGCTTG 281
1Bex11-8R GAAAGTATCGCTGTCATGTC

1Bex11-9F TAAAGAACCTGCAACTGGAG 300
1Bex11-9Rgc [40GCJAAACCCTTTCTCCACTTAAC

1Bex11-10Fgc - |[40GCITTTGTCAATCCTAGCCTITCC 324
1Bex11-10R ATTAGTCCCTTGGGGTITTC

1Bex11-11FTgc |[40GC|TTTTTTTTAATAAATGTGTGAGTCAGTG 300
1Bex11-11R ACATTCCTCTTCTGCATTTC

1Bex11-12F ATTCAAGGTTTCAAAGCGCC 238
1Bex11-12Rge |[40GC|GTGATATTAACTGTCTGTAC

1Bex11-13aFgc |[40GCJAGGAAGAAAATCAAGGAAAG 223
1Bex11-13aR | TAATGAGTCCAGTTTCGTTG

1Bex11-13bF |GCCAAATGTAGTATCAAAGG 248
1Bex11-13bRgc | [40GCICAGGTGACATTGAATGTTCC

1Bex11-13cF |AAAATCTGCTAGAGGAAAAC 259
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Cizelge 3.2 devam: BRCAI geninin tiim kodlayici ekzonlarinin DGGE
analizinde kullamlan primer adlari, dizileri ve PCR 1iriin

btiylikltikleri
[40GC]= CGCCCGCCGCGCCCCGCGCLCCGGCCCGLCGLCELEECLGL
1Bex11- [40GC|TTTTTTTTTCATCACTGGAACCTATTTC
13cRTgc
1Bex11-13dF TTAAAGAAGCCAGCTCAAGC : 325
1Bex11-13dRgc | [40GC|CTGAAATCAGATATGGAGAG
1Bex11-13eFgc |[40GCIGCAAGAATATGAAGAAGTAG 181
1Bex11-13eR CCATCATCTAACAGGTCATC
1Bex11-13fFTgc | [40GCITTTTTTTTAGTCATGCATCTCAGGTTTG |272
1Bex11-13{R ATAAGTTCTCTTCTGAGGAC

Cizelge 3.3 : BRCAZ geninin tum kodlayict ekzonlanmin DGGE analizinde
kullanilan primer adlar, dizileri ve PCR firtin buyikltkleri
[40GC]= CGCCCGCCGLCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCh

Primer adi Primer diziler {5’-> 3’ yénilinde) PCR tran
bliytiklagn
(baz cifti
cinsinden
verilmistir]

1F1 TGCTGCGTGTCGCGTCACGG 238

1R1 [40GC]GTAAGCTGACAAAAACCGCG

1F2 [40GC]TTTTTTTTTTAGAAGCGTGAGGGGACAG 173

AT _

1R2 ' GAAGACGCGCTCGTCCCAAC :

2F TCCCTGTGTAAGTGCATT 227

2R [40GC]CACTTTCTCGGTGTAATT

SF [40GCJACTAAGGTGGGATTTTTT 350

3R CGCCCCCCCAGTCTACCATATTG

4F CACTGAATTATTGTACTG 189

4R [40GCICTTCATCATACCTTTCAC

SF AAATAACCTAAGGGATTT 170

5R [40GC]CATTTCTAGTATTCTAAG

oF CTTAACAATTTTCCCCTT 169

6R [40GC|GCTATTGTCAAATTCTCA

7F [40GC|GATCAGGGCATTTCTATA 248

7R CGCCCCTCATCTGCTCTTTCTTG '

sKF [40GC|GTTTTTGCATTCTAGTGATA ' 185

8R GTTAGCAATTTCAACAGTCT

oF [40GC]GAGAGTTTTITATACTAGTGA 278

9R ACAGAGCAAGACTCCACCTC

10F1 [40GCIATGTGCTTCTGTTTTATACT 396

10R1 CTTCTGATTTGCTACATTTG

10F2 [40GC]JCTCATTTGTATCTGAAGTGG 255

10R2 CGCCCTTTTGGTCACATGAAGAAAT

10F3 [40GC|TTTTTTTTTTTTTTTTGGAGCCCAGATGG |234

AGAAAA
10R3 CTGTTTCCTCATTTAATGGC




-

Cizelge 3.3 devam : BRCA? geninin tiim kodlayici ekzonlarinin DGGE
analizinde kullanilan primer adlari, dizileri ve PCR tirtin

biytkiikleri
40GC)= CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCG
10F4 CCACGTATTTCTAGCCTACC 271
10R4 40 GC]’I"I‘AAAGTTTGGATCAGTCAT
10FS [40GC] GAGAATCACCTAAAGAGACT _ 200
10R5 GGCCAGCTTCCATTATCAAT .
10F6 [40GC]W‘TTT’I“ITTTTGTTTGCTCACAGAAG 161

GAGGA

10R6 CCTGCATTCTTCAAAGCTAC
10F7 AGCCACCACCACACAGAATT 168
10R7 [40GC|CTTTCGGTATTTTTTTTCCT
10F8 [40GC] GCTATACATGATGAAACATC 231
10R8 GGAATCGTCATCTATAAAAC
11F1 CGCGTGAATGTGATGTATGGTAC 284
11R1 [4 OGC]CTGTAGTTTTTCCTI‘ATTAC
11F2 | 4OGC]GTAATCTCTCAGGATCTTGA 351
11R2 ATGACTAGGTTTGACAGAAC
11F3 GCACTCTTATTTTAACTCCT : 211
11R3 [4 OGC]AAGCACATACATCTTGATTC
11F16 [4OGC]CTTCCTCGTGTTGATAAGAG 472
11R16 GGCATGACTTGGCAGTTTAG
11F17 _ GGAGATGATGAACTGACAG 214
11R17 [40GC]GTGATTGGCAACACGAAAGG '
12F [4OGC]GACT'ITTGAGAAATAAAACTG 278
12R GATCCACCTGAGGTCAGAAT
13F CGCCCGTAATATAAAATAATTG’ITTCC 196
13R [4 OGC]AAACGAGACTTTTCTCATAC
14F1 GTGTACTAGTCAATAAACTT 335
14R1 [40 GC]TTCAACTCTGTGAAA.ATGTG
14F2 [40 GC]AACCAAAGTCTTTGTTCCAC 305
14R2 GGCAAAAATTCATCACACAA
15F1 [4OGC]GGTTGTGC'IVI"I‘TTAAATT"I‘C 151
15R1 CTTCTTAATTCGCATATCCTG
15F2 [40 GC]ATTACAAGTCTTCAGAATGC 254
15R2 CGCCCAAAAGCCATCAGTATTGTAG -
16F [40GCIGTGTGATACATGTTTACTT 358
16R CGCCCGGATGAGGGAATACATAAAA
17F [40GCICAGTATCATCCTATGTGGTT 303
17R CTGCCGTATATGATTACGTA
18F1 [4OGC]CTCAGTTATTCAGTGACTTG 245
18R1 GATCTAACTGGGCCTTAACA
18F2 TTGAACTTACAGATGGGTGG 255
18R2 [40GC] CTGATTTTTACCAAGAGTGC
19F CGCCCGAATTGAATACATA'ITTAACTAC 277
19R [40GC]TATGGTAAGTTTCAAGAATAC

35




Cizelge 3.3 devam : BRCAZ geninin tim kodlayici ekzonlarinmn DGGE
analizinde kullanilan primer adlari, dizileri ve PCR driin

baytkltkleri
[40GC]= CGCCCGCCGCQCCCCGEGCGCCCGQCCCGCCGCCCeeGllica
20F TATGTGACTTTTTTGGTGTG 281
20R [40GC]CTCTAAGACTTTGTTCTCAT
21F1 [40GC]GGTGTTTTATGCTTGGTTCT 146
D1R1 TGCACGTGATGGTAAATATG | |
21F2 CATATTTACCATCACGTGCA 177
21R2 [40GC]GCCTCATTATATGTCCTCTT
0OF CGCCCCTAGTTACAATAGATGGAAC 331
22R [40GC|CTGATAAAAACAAAGCATTTAC
23F1 GATAATCACTTCTTCCATTG "~ |205
23R1 [40GC]GTTAGCTCTTTCAGATTTAC
23F2 [40GC|GAAGGAAAGAGATACAGAAT 211
23R2 TTCCATAAACTAACAAGCAC
D4F [40GC]GTGCTTGTTAGTTTATGGAA 270
24R CGCCCAAAAATTAACTATATTGTGC
25F [40GC]CTTGCATCTTAAAATTCATC 384
25R CAAAATGTGTGGTGATGCTG
26F GGAAATACTTTTGGAAACAT 282
26R TTCCTTGAGTTTACATTAAC
27F] [40GC]JATGATAGGCTACGTTTTCAT 227
27R1 | TTGCAGTTCTTTTGGTCATC -
27F2 [40GC]GTCTTGTAAAGGGGAGAAAG 256
27F2 CGCCCCTGAGGAGAATTCAGTTCTT
27R3 [40GC]CTGCACAGAAGGCATTTCAG 333
27R3 CAGAGATGTAGTACAACGTC
27F4 ACCAGTTCAGAAGATTATCT 209
D7R4 [40GC]GTCAATAATTTATTGTCGCC

BRCA1 geninin kodlayic1 bolgeleri ve bu bélgelerin PCR ve |
DGGE kosullan asagidaki Cizelgede verildi (Cizelge 3.4). BRCAI
geni icin asagida verilen gen bdlgeleri ayri tiplerde PCR (Techne
marka thermal cycler) ile ¢ogaltildi ve Cizelge 3.2’ye uygun olarak,
6rnekler, yiikleme yapilmadan dnce gruplarina gére karistirildi ve
multipleks olarak jellere ytiklendi.
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Cizelge 3.4: BRCA1I genininde PCR ve DGGE analizi i¢in kullanilan kosullar

Gruplar | Ekzonlar PCR PCR program: | DGGE jel
kogullari denatiiran
0ran

1 7 Kosul 1 Program 1 %60-20
18 Kosul 1 Program 1
10 Kosul 1 Program 1
20 Kosgul 1 Program 1 :

2 9 Kosul 1 Program 2. %70-30
6 Kosgul 1 Program 1
8 Kosul 1 Program 1
23 Kosul 1 Program 1

3 5 Kosul 2 Program 1 %70-30
2B Kosul 3 Program 3
11.3 Kosul 1 Program 4
16B Kosul 2 Program 1
14 Kosul 1 Program 1 %70-30

4 11.4 | Kosul 1 Program 3
22 Kosul 1 Program 3
24 Kosul 1 Program 3

5 2A Kosul 3 Program 5 %60-20
11.1 Kosul 1 Program 3
16A Kosul 1 Program 1

6 19 Kosul 2 Program 3 %70-30
13 Kosul 1 Program 1
21 Kosul 1 Program 1

7 17 Kosul 1 Program 1 %60-20
11.14 Kosul 1 Program 1
3 Kosul 2 Program 3

8 11.15 Kogul 1 Program 1 %60-20
15A Kosul 1 Program 1
158 Kosgul 1 Program 1

o) 11.16 Kosul 1 Program 1 %60-20
11.2 Kosgul 1 Program 1
12 Kosgul 1 Program 1

10 11.5 Kosul 2 Program 1 %60-20
11.10 Kosul 2 Program 1
11.8 i Kosul 2 Program 1

11 11.13B Kosul T Program 1 %70-30
11.13E Kosgul 1 Program 1
11.13F Kosul 1 Program 1

12 11.13C Kosul 1 Program 1 %60-20
11.7 Kosul 1 Program 1
11.12 Kosul 1 Program 1

13 11.9 Kosul 1 Program 1 %60-20
11.11 Kosul 1 Program 1
11.13A Kosul 1 Program 1

14 11.13D Kosul 1 Program 1 %60-20
11.6 Kosul 1 Program 1
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BRCAZ2 genine ait kodlayicit bélgeler Cizelge 3.5'da verildigi
gruplandirildi. Detaylar Cizelgede gortlmektedir. BRCAZ2

gibi
cogaltildl.

Cizelge 3.5: BRCA2 genininde PCR ve DGGE analizi icin kullanilan kosullar

Gruplar | Ekzonlar PCR programi DGGE jel
denattiran
orani

1 8,231, 19, Program 1 %60-20 /55-

181, 27.1, 15
10.5,10.2
2 14 2, 22, 24, | Program 1 %65-25/55-15
27.2, 15.2,
21.2

3 21.1,23.2, Program 1 %50-10

27.3,18.2
4 12, 15.1, Program 1 %50-10
10.3, 13, 26,
10.6, 2

5 10.1, 25, Program 1 %50-10
11.2,

6 10.4, 27.4 Program 2 %50-10

7 11.1, 20, 6, Program 1 %60-20
14.1, 4 |

8 10.7, 16, 17, | Program 1 %60-20
7

9 5,3,11.17 Program 1 %60-20

10.1 9 Program 3 %50-10/50-15

10.2 10.8 Program 3 %60-20

10.3 11.3 Program 3 %60-20

10.4 11.16 Program 1 %60-20

10.5 1.1 Program 1 %60-20

10.6 1.2 Program 3 %60-20

3.4.1. PCR Kosullar1

Kosul 1

dNTP karigumi(10mM)

10X Tampon

[leri primer (10pmol/pul)
Geri primer (10pmol/ul)

Mg Clz [25mM]
Taq pol {(Su/ul)

Ho2O

DNA(100-500ng/ ul)

1,25t
2.5ud
1pl
1ud
1,5ul
0. 1pul

16.65ul

Td
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Kosul 2

dNTP karisimi(10mM)
10X Tampon

Ileri primer (10pmol/pl)
Geri primer (10pmol/pl)
Mg Clz [25mM]

Taq pol (5u/ul)

H20 '
DNA{100-500ng/pj)

Kosul 3

dNTP karisimi(10mM)
10X Tampon

fleri primer (10pmol/ pl}
Geri primer (10pmol/pl)
Mg Clz [25mM]

Taq pol (Su/pl)

H20
DNA(100-500ng/pl)

Program 1
94 oC ‘de 4 dakika
94 oC ‘de 1 dakika

1,25ul
2.5ul
1ul

Ipl

2l
0.1l
16.15u
1pl

1,25ul
2.5ul
1ul

1pl

3ul
0.1ul
15.15pi
1pl

55 °C ‘de 3 dakika } 35 déngi

720°C ‘de 1 dakika
72 0oC ‘de 5 dakika

Program 2
94 oC ‘de 4 dakika
94 oC ‘de 1 dakika

50°C ‘de 3 dakika } 35 doéngu

72 °C ‘de 1 dakika
72°C ‘de 5 dakika

Program 3
94 °C ‘de 4 dakika
94 oC ‘de 1 dakika

720°C ‘de 1 dakika

52 oC ‘de 3 dakika } 35 déngit

72 0C ‘de 5 dakika




Program 4

94 oC ‘de 4 dakika
94 oC ‘de 1 dakika
57 oC ‘de 1 dakika
72 0C ‘de 1 dakika
94 oC ‘de 1 dakika
55¢C ‘de 1 dakika
72 °C ‘de 1 dakika
94 oC ‘de 1 dakika
52 oC ‘de 1 dakika
72 °C ‘de 1 dakika
72 °C ‘de 5 dakika

- 5 déngua

5 dongl

20 ddéngu

Program 5

94 oC ‘de 4 dakika
94 oC ‘de 1 dakika
55¢C ‘de 3 dakika
72 oC ‘de 1 dakika
94 oC ‘de 1 dakika
52 oC ‘de 3 dakika
72 oC ‘de 1 dakika
94 oC ‘de 1 dakika
50 oC ‘de 3 dakika
72 oC ‘de 1 dakika
72 oC ‘de 5 dakika

5 dongu

S dongu

20 déngi

Yukarida sunulan iceriklerde hazirlanan PCR
reaksiyonlarinda Fermentas marka Tagq DNA polimeraz kullanildi,
Belirtilen stire ve derecelerde PCR reaksiyonlar: yapildi

3.4.2. Kullanilan ¢ozeltiler

10X TBE Tamponu

Tris-baz (C4H1:NOs3, Sigma) 216.8 gr.
Borik asit (HaBOs, Merck) 110 gr.
EDTA(Sigma) 14.8 gr

Hacim distile su ile 2 litreye tamamlandi Eklenen tuzlar
eriyinceye kadar manyetik karigtiricida  karigtirildi Otoklavda
sterilize edildi Oda 1sisinda saklandi. Direk 10X olarak ya da 1X,
0.5X seklinde sulandirilarak kullanildi.




%9’luk (%0 denatiire edici) poliakrilamid cézeltisi

100 ml 10X TBE tamponu

225 ml Acrilamid: bisakrilamid (37.5:1 %40 (w/v), ultra saf)
(Amresco)

675 ml distile su

Kimyasallar karistirildi ve 1sik gecirmeyen koyu renkli bir
sigsede +4°C’de saklanda.

%9’luk (%100 denatiire edici} poliakrilamid cozeltisi

100 ml 10X TBE tamponu

225 ml Acrilamid: bisakrilamid (37.5:1 %40 (w/v), ultra saf)
(Amresco)

420 gr. Ure (CH4N20, Amresco)

400 ml ultra saf formamid (Amresco)

Hacim 1 litreye tamamlandi. Ure eriyinceye kadar manyetik
karigtiricida kanstirildi. Isik gecirmeyen koyu renkli bir sisede
+40C’de saklandi.

Yiikleme tamponu

%80 gliserol {Sigma)

%0.09 bromofenol mavisi (bromophenol blue) (Sigma)

%0.09 ksilen siyanol (xylene cyanol) (Sigma)
: Yukaridaki derisimleri saglayacak sekilde kullanma
sollisyonu hazirlandi. +4°C’de saklanda.

Stok cozeltilerden katmanl: (grandient) jelin hazirlanisi
15 ml jel ¢ozeltisi hazirlamak igcin %0 ve %100 denattire edici
stok c¢ozeltilerden alinmasi gereken miktarlar asagidaki Cizelgede
(Cizelge 3.6) ml cinsinden verilmistir.

Cizelge 3.6: Stok ¢ozeltilerden kullanim ¢dzeltilerinin hazirlamasinda kullamilan
oran ve miktarlar -

Hazirlanan ylizdeler

%1 | %1 | %2 %2 %3 |%5 | %5 1%6 |%6 | %7
o |5 lo |5 Jo |o |5 |o |5 o

%0Tik 135 | 127 |12 112 {105 | 7.5 6.75 |6 525 | 4.5
stoktan 5 5
abnmasi
gereken
miktar
(m1)

%100Tak | 1.5 225 |3 375 4.5 7.5 825 |9 975 | 105

stoktan
alinmasi
gereken
miktar
{ml)




Hazirlanan jel soltisyonlarina 10 pl TEMED’den (N,N,N’,N-
tetramethylethylenediamine, CgH1eN2) ve %10luk APS’den
(amonyum peroksidisulfat, (NHa)2S20s) 100 pl eklendi. BioRad
Dcode sistemlerinin 475 model katman yapicisi {gradient maker)
kullanma talimatina uygun olarak kullanilarak DGGE jelleri
hazirlandi. Hazirlanan jellerde 25 pl érnekler yukleme tamponu ile
karistirllarak yuklend1 Tank tamponu olarak 0.5X TBE kullaniidi.
Ornekler 16 saat 58°C’de sab1t 40 volt’da y‘urutuldu Jeller et1dyum

3.5. DNA Dizi Analizi

DGGE analizinde ya da PTT analizinde farkli bant kaymas:i
gosteren Ornekler direk dizi analizine alindi. PCR reaksiyonu
Urunleri kalip DNA olarak kullanildi. Purifikasyon BioRad
Quantum Prep® PCR Kleen Spin Column , ya da Roche High Pure
PCR Product Purification Kit tretici firmanin talimatlarina gére
kullamilarak gercgeklestirildi Dizi analizi reaksiyonlar1 PE 9700
marka Thermal Cyler kullanilarak asagidaki programa gbre
gerceklestirildi. Reaksiyon icerigi asagidaki sekilde hazirland:

Primer (1pmol/pl) 3pl
Kalip DNA 3ul
BigDye V3.1 4ul
H»2O 10ul

94 oC ‘de 4 dakika
96 oC ‘de 10 saniye
50 °C ‘de 5 saniye } 25 dongli
60 °C ‘de 4 dakika

Cartridge (ver.11) ile uretici firmanin talimatlarina uygun olarak
temizlendi. Ya da manuel olarak purifikasyon gerceklestirildi.
Manuel purifikasyon asagidaki gibi yapildi:

Orneklerin  timd (20 pl &rnek) 3ul 3M Sodyum asetat
(pH=4.6yva ayarlanmis ve filtre ile sterilize edilmis), 62.5 pl %95
Etanol, 14.5pl Steril distile su ile karistirildi. Vorteks ile karistinlip
oda 1sisinda 15 dakika bekletildi. 20 dakika maksimum devirde
santrifuj edildi. 250ul %70 Etanol eklendi. 5 dakika maksimum
devirde santrifuj edildi. Orneklere 20ul TSR (template suppression
reagent) eklendi. ABI 310 {Applied Biosystems) cihazina 6rnekler
yiklenmeden oOnce 96°Cde 4 dakika denatiire edilip buzda
sogutuldu. Ornekler ABI310 cihazinda yurtitiildii ve elde edilen
diziler analiz edildi.




BULGULAR

Calismaya 26 ailesel meme ve/veya over kanseri hastasi, 6
bilateral meme kanseri hastasi, Uic hem meme hem over kanseri
hastasi, 32 erken yas grubu meme kanseri hastasi, bes erken yas
grubu over kanseri hastasi ve lic erkek meme kanseri hastasi olmak
lUzere 75 hasta dahil edildi (Cizelge 4.1-4.4). Ailesel meme/over
kanseri grubuna dahil edilen hastalarin 18inin birinci ya da ikinci
derece akrabalari arasinda sadece bir bireyde meme ya da over
kanseri bulunmakta idi. Daha fazla birey i¢eren ailelerin soyagaclar:
cikarildi {Sekil 4.1-4.8). Ailesel meme/over kanseri grubunu
olusturan hastalardan besinin kendisinde ve birinci ya da ikinci
derece akrabalarindan iki kiside meme kanseri tanisi (hasta no: 1-3,
7, 19), birinin ise kendisinde (hasta no: 21) ve kendisi disinda iki
kizkardesinde over kanseri tanisi vardi. Yine aym ailesel grup meme
kanseri hastalarindan birinin (hasta no: 12) halasinda ve babasinin
annesinde meme kanseri tanisi varken, annesinde de over kanseri
tanis: mevcuttur, Yine ailesel gruba dahil etmis oldugumuz bir
meme kanseri hastasinin (hasta no:5) annesinde bilateral ve
teyzesinde tek tarafli meme kanseri tanisi1 varken, iki halasinda ve iki
hala kizinda da meme kanseri tanisi mevcuttur. Birinci ya da ikinci
derece akrabalarindan birinde meme ve over kanseri olmadigi icin
ailesel gruba dahil edilmeyen ancak erken yas grubuna dahil edilen
iki hastanin da aile hikavesi oldugu icin soyagaclar: cizildi.
Bunlardan birisi olan 34 yasinda meme kanseri tanis: almis 49 no’lu
hastanin kendisinden bir dnceki kusaktaki lic akrabasinda da meme
kanseri hikayesi vardi (Sekil 4.9). Diger hastanin da kendisinde ve iki
akrabasimnda meme  kanseri tanisi  vards  (Sekil @ 4.10).
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Cizelge 4.4: Erkek meme kanseri grubu hastalar

Hasta |Tani aldigi | Sigara Ailede kanser hikayesi
no zamandaki |icme
yas aliskanlig
73 70 Yok Yok
74 35 Glnde 1- |Dedesi ve Amcas: kanserden
1.5 paket |6lmus. Hangi organla ilgili oldugu
bilinmiyor.
75 65 Yok Yok

Sekil 4.1: 1 nolu hastaya ait soyagaci

Sembol tanimlamalari

. . Meme kanseri

Diger malignansiler
L L2 13 sermate
(nrtlak kanseri Malignansi yok
42 yuy O L]
/1: 1 m2 I3 T4 105 6 1:7 I:8
40 yag 29 yag 40 yag Beyin
thmaort
32 yas
TH:1 M2 13 1Ik4 NL:s 6 W7 MR8 19 HI:10




Sekil 4.2: 2 nolu hastaya ait soyagac

Sembol tanimiamalar:

. - Meme kanseri
Diger malignansiler
O I:l Malignansi yok

i:1 2
34 yas
11 1n:2 13 1.4 1I:5 1I:6 11:7

40 yasg

[]

LT

Sekil 4.3: 3 nolu hastaya ait soyagaci

%) a

1.2 I3

L1 2
H 3 11:4 1.6
58 yas 58 yag
1 Hr2 I3 HI 4 IIIS IH:6 Hl 118 I1E:9 I:1¢ /III:U 11512
58 yag karaciger kanseri
63 yag

hombr

V2 I3 IV IVS  IV6| BT

O

Viloova2 Vi V4 Vi3 V6 V.7

O

V9 IVA0] IV:l1 IV:12 | IV:E3 IV:14 IV:13 IV:16

V.8 AR



Sekil 4.4: 5 nolu hastaya ait soyagaci

Sembo! tantmlamalar:

. . Meme kanseri
Diger malignansiler
O l:l Malignanst yok

& a &

11:1

I:1. - I2 L3
n:2 -3 4 1I:3 I:6 11:7 I8 H:9
Endometrium 35-40 yas 60-65 yas  Cilt Prostat Bilateral
Kanseri Kanseri  Kanseri
40 yas 73 yas 70 yag

® jd e

IIE:1 IIf:2 IiI:3 I:4

Sekil 4.5: 7 nolu hastaya ait soyagaci

&

Il I2
60 yag

i1 2 11:3 14
32 yas

f IM:1 1n:2

57yas

54

A

14

II:10 11k

w Hobe

L5 a6 7 0§ IES
Bagrsak
55 yasg




Sekil 4.6: 12 nolu hastaya ait soyagaci Sembol tanimlamalar:

. - Meme kanseri
: /' (}]]D Over kanseri
O Ij Malignansi yok

1 kz

60 yas
11 H:2 113
69 yas 60 vas

mo S s

O 000 [

IV:3 1vVi4 Vs V.6 IvV:7

35 yag

IV:1

Sekil 4.7: 19 nolu hastaya ait soyagaci

G4

Il 1.2
1:1 :2 11:3
62 yag

Mr:1
62 yas

1r:1 12
55




Sekil 4.8: 21 nolu hastaya ait soyagaci S.emlﬁtammlamalan

1A 0

I:2
O !:I Malignansi yok

b O

1 12 113 4 1I:5 6
51 yag 35 yag 35 yag

Meme kanseri

Over kanseri

[I;1 M2 IIE3 HI4

Sekil 4.9: 49 nolu hastaya ait soyagact

I:1 12 i3 14
IT:1 2 I:3 T4 15 6 7 I8 1:10 1:1t

o i [ OCLILII e

11 N2 I3 N4 k5 066 I¢?) L8 169 HLI0 IE1E UR12NE13 TIE14 OL1S

[ L D—%}JO— On

/IV:4 Iv:5 Vg Ve IvV:10
34 yag

00 Qo 9O o

Vi v

v2 IV:3




Sekil 4.10: 60 nolu hastaya ait soyagaci

D C Sembol tamimlamalan
T:1 12 . . Meme kanseri

O I:I Malignansi yok
I__O

3 4

1L
40 yas

Cahsmada ailesel meme/over grubu hastalarindan 247inde
BRCA]I geni ekzon 11 de PIT yontemi (Sekil 4.11) ile, kalan hastalar
ise DGGE yontemi (Sekil 4.12) ile tarandi. BRCAI geninin 11'inci
ekzonu disindaki tim kodlayict dizileri ve BRCAZ geninin tum
kodlayict dizileri multipleks DGGE yontemi ile tarandi. Yapilan PTT
analizleri sonucunda BRCA! geni 11l'inci ekzonda daha onceden
tanimlanmis bir mutasyon olan R1203X degisimi (Sekil 4.17) 38
yasinda over kanseri almig ve ailesinde over kanseri hikayesi olan 26
no’lu hastada bulundu. Ayn ekzon igin yapilan DGGE ¢alismasinda
ise iki yeni yanlis anlaml mutasyon olan H816P (3ekil 4.16) ve
H513L (Sekil 4.15) yanhs anlamh mutasyonlar: sirasiyla bir bilateral
(hasta no:30) ve bir erken yas (hasta no:67) meme kanseri hastasinda
saptandi. Halasinda meme kanseri (45-46 yas) ve kendisinde over
kanseri (45 yas) olan bir olgumuzda (hasta no:20) yeni bir gerceve
kaymasi mutasyonu olan BRCAI geninin 17’inci ekzonunda iki bazlik
bir delesyon nedeniyle L1679fsX1682 mutasyonunun (Seckil 4.22)
varlig: gosterildi. Ailesel gruptan 20 no’lu hastada BRCAI geni 11'inci
intronun ilk nukleotidinde meydana gelen G-A degisimi ile olusan
“splice” bélge mutasyonu (Sekil 4.18) saptandi. Bu mutasyonlara ek
olarak BRCAI geninde, erken yas meme kanseri hastalarindan 64
no’lu hastada 15%inci ekzondaki D1546N mutasyonu (Sekil 4.20) ve
bir diger erken yas grubu hastada 16’inc1 ekzonda yeni bir mutasyon
olan S1577Y degisimi (Sekil 4.21)bulundu. Ayrca protein diizeyinde
olan etkisi bilinmeyen ve BRCAI'In intronik bélgelerinde yer alan
IVS6.602T>C (Sekil 4.13) ve IVS9.1288T>C (Sekil 4.14) mutasyonlar:
sirasiyla bir erken vas over kanserli (hasta no:68) ve bir erken yas
meme kanserli (hasta no:38) hastada gbzlendi. Ek olarak, 6 no’lu
olgumuzda, bilinen bir polimorfizm olan S1436S polimorfizmi {Sekil
4.19)tamimlands (Cizelge 4.5}

57
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75 hastada DGGE ile BRCA2 genin tum kodlayici ekzonlarinda
mutasyon taranmast sonucunda, 10uncu ekzonda erken
sonlanmaya neden olan iki ¢ergeve kaymas: mutasyonu bulundu
Bunlardan birisi, 70 yasinda bilateral meme kanseri tamsi almg 30
no’lu olgumuzda doért bazlik bir delesyon nedeniyle olusan
K434fsX458 mutasyonu (Sekil 4.28) idi. Bu mutasyon daha once
baska hastalarda tamimlanmig bir mutasyondu Ikincisi ise, 34
vasinda meme kanseri tanisi almig olan bir erken yas grubu meme
kanseri hastasinda tek baz insersiyonu nedeniyle olusmus olan
V465fsX467 mutasyonu (Sekil 4.29) olarak ilk olarak bizim
olgumuzda tammlandi. Toplam 6 hastada BRCAZ2 genine ait yanlis
anlamli mutasyon saptandi  Ailesel meme kanseri grubu
hastalarindan biri olan 2 no’lu hastada genin 3%incii ekzonunda
bulunan ve 6nceden tanimlanmis olan Y42C mutasyonu (Sekil 4.24)
gozlendi. Ailesel over kanseri grubu hastalarindan 17 no’lu hastada
gosterilmis olan G258P mutasyonu (Sekil 4.25), erken yas meme
kanseri hastalarmmdan 52 nolu hastada saptanmis olan S326R
mutasyonu (Sekil 4.26), ve ailesel over kanserli olgulanimizdan biri
olan 21 no’lu hastada bulunmus olan E2903K mutasyonu (Sekil
4.35) ilk olarak bu calismada bulundu. ki farkh erken yas meme
kanseri hastasinda (hasta no: 44, 51} saptamis oldugumuz S384F
mutasyonu (Sekil 4.27) ise 6nceden tammlanmig bir mutasyondu.
Yine ailesel gruptan bir meme kanseri olgumuzda (hasta no:12)
dnceden bilinen bir mutasyon olan IVSI1.12 T-A dénusimunun
(Sekil 4.33) varhig: gosterildi.

Bu mutasyonlarin yaninda protein diizeyinde etkisi olmayan
polimorfizmler de bulundu Bunlardan ¢.255A-G degisimi nedeniyle
olusan P9P mutasyonu (Sekil 4.23) 1 hastada, ¢ 2457 T-C degisimi
(Sekil 4.31) ile olugsan H743H polimorfizmi 1i¢ hastada, ¢.6741 C-G
polimorfizmi (Sekil 4.32) bir hastada, c¢.7470 A-G sonucu olusan
824148 polimorfizmi (Sekil 4.34)1 hastada, ve ¢.1803 T-C
dénniistimiiyle olusan T525T polimorfizmi de (Sekil 4.30) 1 hastada
gbsterildi . Bu polimorfizmlerden POP ve TS25T polimorfizmleri ilk
olarak bu calismada gosterilmis, digerleri ise Onceden tammlanmls,
olan degisimlerdir (Cizelge 4.6).
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123456789

<=4 Normal protein
~=pp Normal protein

=y Gildiik protein

Sekil 4.11: BRCA] geni ekzon 11 igin hazirlanmig PTT jel 6rnegi. Kuyular 1-4:
ekzon 11'in birinci béigesi (normal pxotemler) 5-7,9: ekzon 11'in ikinci
bélgesi (normal proteinler); 8: ekzon 11%n ikinei bblgesi erken
sonlanmig protein.

1 2 3 4 5

8

Sekil 4.12: BrRCA? genine ait DGGE jel dérnegi, Kuyular:1-2,4-6: Normal drnekler ;
3 : Mutant 6rnek

ATTTTC!ST?T??TGCALL;E?Tﬁ_T;GfTGT?'TGC'-‘J’ETG?Niii«'.e‘:(i
R i TiG 13¢ i

,Hl ““. Vy

Sekil 4.13: 68 nolu hastada geri primerlerie yapian dizi analizi sonucu BRCA1
geni intron 6da saptanan IVS6.602 T-C mutasyonu
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Sekil 4.14: 38 nolu hastada geri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCAI
geni intron 9°da saptanan IVS9.1288T-C mutasyonu

'

QTAAAGRAGACLTACATCLGGUOTTINTLCTOAGGATTITATL A4 QAL

o 50 “ r so ’ |

‘ IR

U .
e

U WA A

Sekil 4.15: 67 nolu hastada ileri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCAI
geni ekzon 11’de saptanan ¢ 1657 A-T mutasyonu

|

ATCTTIGGAA CAsCCANGAL TYAQTLCCTH GGGOLT T
e 166

130 149 54 ﬂ
f\

Sekil 4.16: 30 nolu hastada geri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCAI
geni ekzon 11°de saptanan ¢.2566 A-C mutasyonu




L -

GGTT CNGAAS AGGGGCC AGCRAATTAGAGICCTCAG
30 40 50 60

Sekil 4.17: 26 nolu hastada ileri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCAI
geni ekzon 11l'de saptanan ¢.3726C>T mutasyonu

1

?‘!’TAGHT&TTGE&&CCAGGTT??'[G?GT?TG((CCAGTC?.&
40 158 168 178

Sekil 4.18: 12 nolu hastada ileri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCA]
geni intron 11’de saptanan IVS11.1 G-A mutasyonu

!

CTAACAGCT ACCCTTCCAT  CATAAGTGAC  TONTCRGCCC  TTRAGRACCT  QC(
aa 1O 11¢ 120 T34

astada ileri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCA] geni
ekzon 13’de saptanan ¢.4427 T-C mutasyonu
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:gekﬂ 4.20: 64 nolu hastada ileri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCA1
geni ekzon 15°de saptanan c4755 G-A mutasyonu

i
| AL K/ MRSV

PR A,

!l

PTUBCCAA LG 6T TG TTD GO 60T TG LT TG AR TN T L B6G ]

iy

i
|
N
|

" ] A I [y E k‘. JL
Sekil 4.21: 60 nolu hastada geri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCA1I

geni ekzon 16°da saptanan ¢.4849 C-A mutasyonu s
|
GTAATTAANTAATTNAAGNGNNGGGGNGNTTTN NGGNCAACNT NNT

40 50 &R , 78 R&

Sekil 4.22: 20 nolu hastada geri primetrlerle yvapilan dizi analizi sonucu BRCAI
geni ekzon 17°de saptanan ¢ 5154delCT mutasyonu
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l

TGGAT CCAAAGAG 2GGCCGACATTTTTT G
70, . oo 80 , 90

n

AR

Sekil 4.23: 46 nolu hastada ileri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCA2
geni ekzon 2'de saptanan c.255A-G mutasyonu

o o Ji‘:_'i‘~

|
?C&GAAFH&&GGGTGGAGCTTCTGAAGAAH&%E?TCAAH?
5 . 200 210 220 230
] 4
1
i
1
i |
a 1 i‘fg ! ¢
. Ji P A Al
KRR AN
r;%; J'F fiwﬁ
A \ : !
e N A Tt A W 0N

Sekil 4.24: 2 nolu hastada geri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCAZ2 geni
ekzon 3’de saptanan c.353A-G mutasyonu

GUTTOCNCTTNGATTTG NGTTTTCACG GTC
46 50 60

Sekil

4.25: 17 nolu hastada geri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCAZ2
geni ekzon 9°de saptanan c 1001A-C mutasyonu
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Sekil 4.26: 52 nolu hastada geri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCA2
geni ekzon 10°da saptanan c 1204 A-C mutasyonu

i R TNERTER l

AAGACGGTACAACTTCCTTGNAGATTTT GT CAl

0., 80 g 90 1

L N ANILARL

Sekil 4,27: 44 ve 51 nolu hastalarda geri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu
BRCAZ2 geni ekzon 10°da saptanan c. 1379C-T mutasyonu

l

TCTTTOCTTTC GTTNGCTNTN TGTGN CN
20

i

Sekil 4.28: 30 nolu hastada geri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCA?2
geni ekzon 10'da saptanan c. 1529 del AAAG mutasyonu
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CEAG G ARG GETT AT A NAAAARANNAL AACNNON RN NCATNNNNNNNCNE RN
3% 46 54 68 7 £0

f
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LA

49 nolu hastada ileri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCA2
geni ekzon 10°da saptanan c. 1621 insT mutasyonu

!

Sekil 4.29:

i3 ’G(AAGT?“‘TTC?«-GGT{H’ﬂ?Gﬁ.(NTG:‘a"‘.{{HQi\{T?T;‘a_-:z(GGG
176 188 149¢ 60

Sekil 4.30: 45 nolu hastada ileri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCA2
geni ekzon 10°da saptanan ¢.1803 T-G mutasyonu

CCAC T TTT GAMTGTT G AT T 66 G T <
26

Y eV Y l 1‘

Sekil 4.31: 63,39,45 nolu hastalarda geri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu
BRCAZ2 geni ekzon 11°de saptanan c. 2457 T-C mutasyonu

69



WA (i A&}f
/MMM Ree!

Sekil 4.32: 21 nolu hastada geri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCA2
geni ekzon 11’de saptanan ¢ 6741 C-G mutasyonu

I

ATTCCARARGRAGAG A GAGICCL TIATCTTA ST LG TRATETGT T INTTTTTACCTTTCGT &

58

v 78 80 ap 100

Sekil 4.33: 12 nolu hastada ileri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCAZ
geni intron 11’de saptanan IVS11.12 T-A mutasyonu

Sekil 4.34: 3 nolu hastada geri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCAZ2 geni
ekzon 14’de saptanan ¢.7470 A-G mutasyonu




[

GOTGLE NAGE TTTATOGA2GLAGT 6426007 GO&CCAC 000,
14 PR i 40 5L

Skil 4.35: 21 nolu hastada ileri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu BRCAZ2 geni
ekzon 21’de saptanan ¢.8935 G-A mutasyonu




TARTISMA VE SONUCLAR

Kanserin molekuler égelerinin tammlanmasi ve genotipik ve
fenotipik ozellikler ile hastahigin klinik seyrinin iliskisi ¢agimizda
cok ilgi cekmektedir. Yeni genlerin giderek artan bir hizla kesfi,
Griinlerinin neden oldugu biyolojik olaylarin daha fazla anlasilmasi
ve bu bilgilerin klinikte kisiye Ozel tedavi uygulamalarina olanak
taniyabileceginin anlagimasi kanserde molekiler c¢aligmalarin
artan hizla devam etmesine yol acgrustir (101). Bu cahigmalarla
varilan sonuclardan birisi de mikrorray ckspresyon profilleriyle
meme kanser prognozunun bireylere 6zglil olarak belirlenmesi
olmustur (102). Son yillarda yapilan ekspresyon caligmalariyla
meme kanserlerinin hem biyolojik hem de klinik olarak farkliik
gosterdigi saptanmistir. Sorlie ve ark.’larimin yaptifl mikroarray
calismasinda BRCAI mutant allelini tasiyan  kadinlarin
t{imorlerinin aym gen ekspresyon patternine sahip oldugu
gosterilmigtir (103). Diger yandan Isvecli meme kanseri ailelerinde
meme  kanseri morfolojisinin  genetik olarak  belirlenip
belirmediginin arastirildigt yaklagik 25.000 meme kanserli hastay1
kapsayan genis ¢apl bir arastirmada, ailesel olgulardan anne - kiz
arasinda ya da iki kizkardes arasinda, ayrica aym bireyin iki ayri
primer meme kanseri odag: arasmnda morfolojik olarak benzerlik
olup olmadig: istatistiksel olarak degerlendirilmis ve caligma
sonucunda meme kanseri morfolojisinin  genetik  olarak
belirlenmedigi ortaya konmustur (104). Bu bulgu ayni zamanda,
meme kanserlerinde cogunlukla karisik (mixed) tip morfolojilerle
karsilasiimasinin, genetik olarak tek tip kokenden, coklu
morfolojilerin olusabilecegi gortistint de desteklemektedir.

Kadinlar arasinda en stk gozlenen malignansi olan meme
kanserinin de, diger kanserlerde oldugu gibi klonal secime neden
olan mutasyonlarn hiicrelerde birikmesi sonucu ortaya c¢iktigl
dtistintilmektedir Meme kanserlerinde tammlanan mutasyonlarin
buiytik coguniugu sadece tiimdr hiicrelerinde bulunan kalitsal
olmayan sonradan kazanilmis mutasyonlardir. Meme kanserlerinin
kalitsal ozelliklerinin  oldugunun gosterilmesi meme kanseri
ailelerinin bildirilmesiyle baglamistir. Bu ailelerden bazilarinda
hasta bireylerin sayisi, sans ya da cevresel faktorlerle
aciklanamayacak kadar fazladir. Bu ailelerin cogunda en ¢ok
dikkat ceken ozellik hastalarn, genellikle menapoz dncesi donemde
ve 50 yasin altinda olmalaridir. Ayrica ailelerde meme kanserinin
olusum patterni incelendiginde soyagaglarinin, €n cok otozomal
dominant kalitim modeli ile uyumlu oldugu gorulmustir (1095).
Yapilan c¢alismalaria, meme kanseri ile iligkili onlarca gen
saptanmistir. Bunlar icinde yiiksek penetransa sahip olan BRCAI
ve BRCA2 genleri en fazla ilgi cekenlerdir (106). Genel olarak,
BRCA1 va da BRCAZ genlerinden birinde mutasyon tasiyan bir
kadimin 80 yasina kadar meme kanseri olma riski %80 iken, bu




risk normal popllasyonda ortalama %13 olarak kabul
edilmektedir. Mutasyon tasiyicilarinda 40 yasina kadar meme
kanseri gelistirme riski %20, 60 yasina kadar ise %55°tir. BRCAL
geninde mutasyon olan bir kadinin émir boyu over kanseri olma
riski %54, BRCAZ2 geninde mutasyon olan bir kadininki ise %23
olarak bildirilmistir {107). Meme kanseriyle ilgili diZer genlerin ise
diisik penetransla daha az kanser riski olusturdugu, ancak daha
yilksek prevalansa sahip olugu tahmin edilmektedir. Bu nedenle
de disiik penetransh bu genlerin meme kanserlerinin daha btyuk
bélimtinden sorumlu oldugu dusunulmektedir (106).
Cahismamizda aile hikayeleri Cizelge 4.1°de ve soyagaclari Sekil
4.1-7,9,10°da verilmis olan 20 meme kanseri hastas: (ki aile
hikayesi pozitif olan bu gruptaki hastalardan biri ayni zamanda
bilateral meme kanseri tamsi da almistir), aile hikayesi olmadig
halde bilateral meme kanseri tanis: almis alti kadin hasta (Cizelge
4.2), hem meme hem over kanseri tamisi almis U¢ birey (Cizelge
4.2), 40 yasinda ya da daha 6nce meme kanseri tanisi almig 32
kadin hasta (Cizelge 4.3) ve herhangi bir yasta meme kanseri tanisi
almis 1ic erkek hasta (Cizelge 4.4) olmak tizere dahil edilen toplam
64 meme kanseri ve alt1 ailesel {Cizelge 4,1} ve bes erken yas grubu
over kanseri (Cizelge 4.3) hastasmmin BRCAI ve BRCAZ gen
mutasyonlar: agisindan arastirilmas: sonucunda BRCAI geninde
12 no’lu hastada IVS11.1G-A “splice” bdlge mutasyonu, 26 no’lu
hastada R1203X mutasyonu, 20 no’lu hastada L1679{sX1682
mutasyonu, BRCA2 geninde 30 nollu hastada K434{sX458, 49
no’lu hastada V465{sX467 mutasyonu olmak lizere toplam bes
tane hastalik yapici mutasyon saptanmistir. Bu nedenle, taramis
oldugumuz meme kanseri grubunda yaklasik %7 oraminda BRCAI
ve BRCAZ2 genleri kalitsal mutasyonlarimin kanserden sorumlu
oldugu ve bu orana su anda smiflandiridamayan diger
varyantlardan (BRCAI geninde saptamis oldugumuz doért adet
yanlis anlamli mutasyon ve iki intronik bélge degisimi ile alts
hastanmin BRCAZ geninde saptamis oldugumuz yanlis anlamh
mutasyonlar ve bir hastanin BRCAZ2 geninde bulunan intronik
bolge degisimleri) bazilar: da eklenecek olursa daha da artabilecegi
sonucuna ulasilabilir. Farkli etnik gruplarda farkli oranlarda
mutasyon saptanmig olmasina ragmen verilen genel oran BRCAI
ve BRCA2 genlerinin kalitsal meme kanserlerinin yaklasik
vansindan yani %50’sinden sorumlu oldugudur (108). Bizim
calismamizda farkhh sonug¢ almamizin en o6nemli nedeni olarak
poptilasyon farklihg ve kahtsal grup hasta segim kriterleri
diistiniilebilir. Ayrica, son vyillarda vyapilan ¢alismalarda, bu
genlerin PCR’a dayali yontemlerle ile saptanabilen mutasyonlarina
ek olarak, genomik buyuk degisimlerinin de meme ve over kanseri
olusumunda rol oynadigl gosterilmistir (109-111). Hogervorst ve
ark nin yaptiklar1 bir ¢alismada da, BRCA1l mutasyonu pozitif
toplam 121 ailenin 33’inde (%27) bir delesyon ya da duplikasyon




tanimlanmis ve bu degisimlerin 5’inin PCR’a dayali yéntemlerle
saptanamayan buiytuk degisimler oldugu bildirilmistir (112)

Cogu olgularda erken taninin gergeklestirildigi meme
kanserlerinin aksine over kanserlerinin sadece %25’inde evre 1'de
(ki bu evrede tedavi orani %90dir) tan: konulabilmektedir. Ileri
evrelerdeki over kanserlerinde tedavi orami %20nin altindadir.
Ayrica over kanserinin biyolojisinin ¢ok iyi anlagilamamis olmasi ve
erken tanida kullanilabilecek glivenilir biyobelirteglerin eksikligi
s6z konusudur (113). Bu nedenlerle, jinekolojik malignansiler
arasinda oliime en c¢ok neden olani over kanseridir. Over
kanserlerinde aile hikayesi, en iyi tamimlanms ve en dnemli risk
faktérudir. Ortalama olarak bir kadimin 6mur boyunca over
kanserine yakalanma riski %1.4 iken aile hikayesi olan ya da
kanser yatkinlik genlerinde mutasyon tasiyan kadinlarda bu risk
% 15-60 olarak hesaplanmaktadir. Lynch sendromunda MSH2 ve
MLH1 gibi DNA yanlis eslesme onarim genlerinin tanimlanmasi,
kalitsal meme/over kanseri sendromlarinda BRCAI ve BRCAZ
timoér  baskilayici  genlerinin  tamimlanmasiyla ailesel over
kanserlerinin etiyolojisine ait bilgiler de artmigtir BRCAI1 ve
BRCA2 genlerindeki mutasyonlarin ailesel over kanseri olan
kadinlarin %90’ indan sorumlu oldugu ve bu mutasyonlar tasiyan
kadinlarin 6mur boyunca over kanseri gelistirme riskinin %60-70
kadar vyiksek oldugu  Dbildirilmistir (114). Calismamizda,
kizkardesinde over kanseri olan bir {hasta nol6), kizkardesinin
kizinda over kanseri olan bir (hasta no 17), halasmda meme
kanseri olan bir (hasta no: 20), iki kizkardesinde de over kanseri
olan bir (hasta no:21), annesinde meme kanseri olan bir (hasta
no:22), annesinde over kanseri olan bir (hasta no: 26), hem meme
hem de over kanseri tanis: almug 3 (hasta no: 33-35), 40 yas ya da
daha odncesinde over kanseri tanisi almig 5 birey (hasta no:68-72)
olmak tlizere toplam 14 overli kanserli olgu dahil edilmistir. Bu
hastalardan 2’sinin (yaklasik %17’sinin) (hasta no: 26,20) BRCAI
geninde hastalik yapici mutasyon oldugu belirlenirken, hastalarin
hicbirinde BRCAZ2 genine ait hastalik yapici oldugu kesin olarak
soylenebilecek mutasyonn bulunmamigtir. BRCAI geni cogunlukta
olmak tlizere her iki gende hastalik yapici mutasyon oram %39
olarak bulunan genis caplh bir calismada toplam 238 birey (50
vasindan 6énce meme kanseri tanisi almig ya da herhangi bir yasta
over kanseri tamis1 almigs ve birinci ya da ikinci derece
akrabalarindan en az birinde meme ya da over kanseri olan)
calisilmistir. 238 bireyin 63'inde hastalilk yapici bir BRCAI
mutasyonu, 31'inde ise hastalik yapici bir BRCA2 mutasyonu
bulunmustur (46). Bizim bulgumuzdaki diisuk oran yine etnik
farkhliklar, kullanilan yontemlerdeki farklhibiklar, hasta grubu
sayisinin az olusu gibi nedenlerle aciklanabilir.




Arastirmamizda, kalitsal yatkinliga sahip oldugu dustntllen
ailesel hikayesi olan meme kanseri, erkek meme kanseri, erken yas
meme kanseri, bilateral meme kanseri, ve hem meme hem over
kanseri olmus toplam 75 bireyin BRCAI ve BRCAZ2 genlerinin tim
kodlayici ekzonlar: taranarak kalitsal mutasyohlar agisindan
degerlendirilmesi sonucunda bu genlere ait en az beg tane
patojenik mutasyon saptanmistir. Bunlardan biri BRCAI geninde
PTT yéntemi ile saptanmig olan ¢.2566A-C nokta mutasyonu
sonucu olusan R1203X degisimidir. Protein dlizeyinde erken
sonlanmaya neden oldugu tahmin edilen bu mutasyon, annesinde
(48 yas) ve kendisinde (38 yas) over kanseri hikayesi olan bir
hastamizda (hasta no 26) saptanmistir. Meme kanseri bilgi veri
tabani’na {Breast cancer information core, BIC) gore, bu mutasyon
daha 6nce Bati Avrupa, Dogu Avrupa, ve Meksika’min da dahil
oldugu cesitli poptilasyonlarda toplam 20 meme ya da meme/over
ailesinde bulunmustur (47). Bu mutasyonun oldukca c¢esitli
poptilasyonlarda gbzlenmis olmasi bu poptlilasyonlar arasinda
etkilesimlerin ya da mutasyonun multisentrik orijinin varliginin
gbstergesi olabilir.

Halasinda 45-46 yaslarinda meme kanseri tanisi olan ve
kendisinde 45 vasinda over kanseri tanisi olan 20 no’llu
hastamizda ise BRCAI geninin 17’inci ekzonunda iki bazlik bir
delesyon sonucu olusan ¢.5154delCT mutasyonu saptanmigtir.
Literatiirde ilk olarak bizim olgumuzda bulunmus olan bu
delesyonun 1682’inci pozisyonda terminasyon kodonu olusturarak
erken sonlanmaya neden oldugu tahmin edilmektedir. Gerek bu
¢.5154delCT mutasyonunun neden oldugu cergeve kaymasi ve
bunu takip eden erken sonlanma, gerekse bir énceki paragrafta
tartisilmis olan R1203X mutasyonu nedeniyle ortaya ¢ikan erken
sonlanma nedeniyle BRCAI geninin karboksi terminalinin sentezi
tam olarak gerceklesemeyecektir. Bu nedenle BRCAI genindeki bu
iki mutasyonun, BRCAIin 1685-1863"incil amino asitlerini
kapsayan “BRCA1 karboksi terminal” (BRCT) motifi olarak
adlandirilan ve ozellikle DNA tamirinde gbrev alan, ve proteinin
1560-1863%incii  amino asit  bolgesindeki  transaktivasyon
domaininin =~ eksik kalijna da mneden olarak BRCAlin
fonksiyonunu etkileyebilecegi ve meme/ over kanseri fenotipine

BRCAI geninde saptadigimiz ve patojenik oldugu tahmin
edilen diger bir mutasyon da 11’inci intronun 1’inci pozisyonunda
G-A degisimi nedeniyle olugsan IVS11.1G-A splice bolge
mutasyonudur. Bu mutasyonu tasiyan 35 yaginda meme kanseri
tanmis1 almis olgumuzun (hasta no:12) annesinde 69 yasinda over
kanseri tanisi varken, halasinda ve babaannesinde ise 60
yaslarinda meme kanseri hikayeleri bulunmaktadir (Sekil 4.6). BIC
veri tabaninda bu mutasyonun daha oénce Bati, Orta ve Dogu
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Avrupa’h 3 olguda tanimlanmis oldugu gorulmistir (47), ve
olgumuz 47incl olgudur. intronlarda korunmus motiflerden olan
intronun ilk iki bazi 5-GU-3’ (“dondé1r” bélgede) ve son iki baz 5™
AG-3’ (“acceptor” bolgede), GU-AG intronlar olarak adlandirilir.
intronlardaki bu korunmus bazlar “splicing” islemi icin blytk
énem tasilar (117). Bu nedenle 1linci intronun itk bazinda
saptamig oldugumuz bu “splice donor” bdlge mutasyonunun yanlis
“splice” islemine neden olarak BRCAl'in yapisini ve fonksiyonunu
etkileyecegi ve hastalik yapici olabilecegi tahmin edilmektedir.

BRCAZ geninde saptamis oldugumuz patojenik
mutasyonlardan birisi 4 bazhk bir delesyonla ¢ergeve kaymasima
neden olan c.1529delAAAG mutasyonudur. BIC veri tabanina gore
bu mutasyon daha énce 6 hastada bulunmustur (47), bu nedenle
olgumuz bu mutasyonu tagidig: saptanmig olan 7’inci olgudur. 70
yasinda bilateral meme kanseri tanisi almig olan bir hastamizda
(hasta no: 30) tanimlamig oldugumuz bu dort bazlik delesyonun
olusturdugu cergeve kaymasi nedeniyle 458%inci pozisyonda erken
sonlanmaya neden oldugu ve bu nedenle protein fonksiyon
yapamadigl i¢in hastalik olusturdugu tahmin edilmektedir.

BRCA2 geninde saptadigimiz bir diger cergeve kaymas
mutasyonu ise tek baz insersiyonu nedeniyle olusan ve ilk olarak
bu calismada saptanmis yeni bir mutasyon olan c¢ 1621insT
mutasyonudur. Bu mutasyon aile hikayesi olmayan ancak 34
yasinda meme kanseri tanisi kondugu icin erken yas grubuna
dahil edilmis olan 49 no’lu hastamizda bulunmustur. BRCAZ2’nin
465%inci aminoasitinde meydana gelen tek baz insersiyonunun yol
actig1 cergeve kaymasmin 467’inci pozisyonda erken sonlanmaya
neden olacag tahmin edilmektedir. Yukarida belirtilmis olan
c 1520delAAAG ve c.1621insT mutasyonlarimin, 3418 amino asit
buytkligindeki BRCAZnin suasiyla 458’inci ve 457inci
pozisyonlarda erken sonlamaya neden olusu ve dolayisiyla
proteinin biiytik béliminun sentezlenememesi, buna bagl olarak
bircok fonsiyonunu gerceklestirememesi sz konusu oldugundan
bu iki mutasyonun da hastalikla iligkili olabilecegi
diistinilmektedir. :

Tartisilan bes patojenik mutasyona ek olarak biyolojik
acidan onemi tam olarak bilinmeyen yanlis anlamli mutasyonlar,
polimorfizmler ve intronik bdlge degisimleri de saptanmigtir
RBunlardan BRCAZ2 geninin 11l.ekzonunda saptanan ve aminoasit
diizeyinde degisime neden olmayan c¢T2457C degisimi Ug¢ bireyde
ve yine ayni gende saptanmisg olan $384F mutasyonu iki bireyde
bulundu ve bunlarin disindaki tiim mutasyonlar sadece bir bireyde
gozlendi.
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Erken yas grubu meme kanseri hastalarindan birinde
saptanan cDNA’da 1657’inci pozisyonda A-T degisimi sonucu
protein dtizeyinde H513L degisimine neden olan mutasyon
literattirde ilk olarak bizim olgumuzda saptanmis bir yanhs anlaml
mutasyondur. BRCAI proteininin 513%Mncti amino asitinin
fonksiyonel olarak &nemi tam olarak bilinmemekle beraber,
proteinin 341 ve 748’inci kodonlari arasindaki bolgenin RADSO0 ile
etkilesime giren bdlge oldugu ve RADS0nin DNA ¢ift zincir
kiriklarinin tamirinde rol aldigr bildirilmistir (118). Ayrica, Xia ve
Xie'nin yaptigr calismaya godre, beta-sheet olusturucu Histidin'in
alfa-heliks olusturucu Lésin’e donlistiimii, ve Dayoff ve ark nin
protein benzerlik indeks matriksine gbdre de Histidin ile Lésin
arasindaki benzerlik indeksinin dustik olugu sz konusudur
(119,120). Ek olarak, Gonnet ve ark’larinin PAM 250 matriksine
gore, Histidin’in Lisin’e dénlisiimui negatif bir degere sahiptir ve
bu da non-konservatif bir mutasyon oldugunun gostergesi olarak
kabul edilebilir (121). Bu acilardan degerlendirildiginde HS13L
mutasyonunun proteinin fonksiyvonunu etkileyici bir mutasyon

olabilecegi sonucu ortayva ¢ikmaktadir.

Calismamizda baz: bireylerde birden fazla genetik degisim
gozlendi. Bunlardan birisi de 70 yasginda bilateral meme kanseri
tanisit almis 30 nolu hastamizdi. BRCA2 geninde c.1529delAAAG
cerceve kaymas: mutasyonu saptamis oldugumuz bu hastann,
BRCA1 geninin 11l’%inci ekzonunda ise H816P degisimi
saptanmistir. ¢cDNA’da 2566’ 1nc1 noktada A-C déntistimil nedeniyle
olugsan bu yanhs anlamli mutasyon da literatiirde ilk olarak bizim
olgumuzda tamimlanmis bir mutasyondur. Bu iki degisikligin
hastamizda aym allelde mi yoksa farkli allellerde mi oldugu
arastirilmamstir. BRCAI'in 758 ve 1064’Gncl kodonlar: arasinda
kalan bélgesinin DNA ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde rol oynayan
RADS1 proteini ile etkilesime giren bdélge oldugu bilinmektedir
(118,122). Histidin- Prolin degisimi, Gonnet’in PAM 250 matriksine
gore negatif degere sahip olduguicin non-konservatif bir degisim
olarak kabul edilmektedir (121). Fleming ve ark.’larmin yapmis
oldugu calismada, insanlarda ve evrimsel olarak insanlara uzanan
diger primatlarda RADS]1 etkilesim bdélgesinin bazi domainlerinde
pozitif bir secilim altinda evrimlesme oldugu saptanmistir (118).
BRCAT’in 11.ekzonu tarafindan kodlanan amino asitlerle RADS1
geni arasindaki etkilesimin nasil oldugu tam olarak bilinmemekle
beraber, DNA tamirine karsi olusturulacak cevap igin oldukcga
6nemli oldugu aciktir. Bu etkilesimin dolaylh olarak da olabilecegini
gosteren kaynaklar vardir. Evrimsel stirecte cesitlenme se¢iminin,
neden RADS1 domaini uzerinde oldugu net olarak bilinmemekie
beraber, bu boélgenin adaptif evrimlesmede 10l oynadigr ve
fonksiyonel olarak énemli oldugu tahmin edilmektedir (118).



Yapilan DGGE analizleri sonucunda aile hikayesi olmayan
ancak 38 yasinda meme kanseri tanisi almis olmas: nedeniyle
erken yas grubuna dahil edilmis olan 64 no’lu hastada da BRCAI
geni 15inci ekzonda G-A degisimi nedeniyle olusan D1546N
mutasyonu bulundu. Bu mutasyon, BIC veri tabaninda daha
énceden kaydedilmis ve Ashkenazi (Yahudi olmayan), Bati
Avrupal, Ispanyol, Yakin Dogulu, Sudi Arabistanli, Liibnanl
toplam 27 bireyde bildirilmis bir mutasyondur (47). Ayrica Phelan
ve ark’an tarafindan, 245 Ashkenazi- Yahudisi meme-over
kanserli bireyde yapilan BRCAI ve BRCA2 mutasyon taramasi
caligmast sonucunda sadece bir bireyde bu mutasyon
tamumlanmustir (123). BRCAI proteininde 1546’1nc1 amino asidin
fonsiyonel olarak 6nemi tam olarak bilinmemektedir. Aspartik asit
ve aspargjin amino asitlerinin ikisi de asidik gruplar iceren yan
zincirlere sahiptirler ve polar yapidadirlar (124). Ayrica Gonnet’in
PAM250 matriksine gére aspartik asit ile asparajin arasindaki
indeksin pozitif deger almis olmas: nedeniyle bu mutasyon
konservatif bir mutasyon olarak degerlendirilebilir (121). Her ne
kadar normal gruplarda ve hasta gruplarinda bu mutasyonun
gorulme sikligt hakkinda hicbir veri yoksa da, yukarida verilen
nedenlerle bu mutasyonun protein fonksiyonu degisimine neden
olma ihtimalinin diigtik oldugu séylenebilir,

Literatlrde ilk bizim olgumuzda saptanmis olan diger bir
BRCAI yanhs anlamli mutasyonu ise c.4849 C-A dénistimii
nedeniyle olusan S1577Y mutasyonudur. Soyagac: Sekil 4.10°da
verilmis olan 36 yasinda tani almus bir meme kanseri hastasinda
(hasta no:60) tanimlanmis olan bu Serin - Trozin degigimi,
Dahoff'un benzerlik indeksine gére oldukca diistik bir frekansa
sahiptir {(120). Bununla uyumlu olarak PAM 250 matriksinde de
negatif deger gdstermektedir (121). Monteiro ve ark. yvapmis
olduklar: ¢alismada, BRCAI'in C-terminal bélgesinde 16-24Xincii
ekzonlar1 kapsayan (1560 nc1 ve 1863%incii amino asitler arasinda
kalan) bélgenin GAL4 DNA baglayici domain ile birleserek maya ve
memeli  hucrelerinde  transkripsiyonu  aktive edebilecegini
gostermiglerdir. Ayrica yine aymi calismada, 21-24(inct ekzonlart
kapsayan (1760-1823%incli aminoasitler arasinda ‘kalan) bolge
minimal transaktivasyon domaini olarak tammlanmis ve bu
bolgede saptanmis 4 farkh kalitsal mutasyonu tasiyan meme va da
over kanserli hastalarda transkripsiyon aktivasyonun
gerceklesmedigi  gOsterilmistir (116). Bu bulgulara ek olarak,
Serin’in hidroksilik gruplar igeren bir yan zinciri varken, Trozinin
aromatik halka igerdigi de géz 6nunde tutuldugunda (119,124,
olgumuzda saptamis oldugumuz S1577Y mutasyonu non-
konservatif bir mutasyon olarak degerlendirilebilir ve bu
mutasyonun hastalik yapici etkisi olabilir.
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BRCAZ geni ile ilgili bulgularmiz arasindaki c.353 A-G
degisimi ile ortaya cikan Y42C mutasyonu 48 yasinda tani almus
bir meme kanseri olgumuzda (hasta no: 2) saptanmustir, Annesi 34
yasmda, ve bir kizkardesi de 40 yasinda meme kanseri olan bu
olguya ait soyagaci Sekil 4.2°de verilmigtir. Y42C mutasyonu BIC
veri tabanina gére daha once Latin Amerika (Caribbean),
Yunanistan, Bati/Orta/Dogu Avrupa, Danimarka, Iskocya,
Ingiltere, Irlanda, italya, Fransa, Almaya gibi bolgelerden toplam
142 bireyde saptanmistir. BRCAZ2 proteininin 3Yincii ekzonunda
bulunan 23%incli ve 105%nci amino asitlerinin arasmda kalan
bélgesinin proteinin transaktivasyon domaini oldugu bilinmektedir
(115). Bu transaktivasyon domaininin, DNA’min transkripsiyon
aparatusunun ylzeyine 6zgtil bir sekilde uyum saglayabilmesi icin
gerekli oldugu ileri stirtilmektedir (114). BRCA2 geninde primer
transaktivasyon domaini 18’inci ve 60inc1 amino asitler arasindaki
bélgeden olusmaktadir ve Y42C mutasyonun tlimoérle iliskili bir
mutasyon oldugu ve primer aktivasyon bolgesinin aktivasyon
potansiyelini baskiladig bilinmektedir (115). Wong ve ark.lan
protein  affinite  kromotografisi  ve koimminopresipitasyon
tekniklerini kullanarak, BRCA2'nin N-terminal transaktivasyon
domain’inin, DNA tamir, replikasyon, ve rekombinasyonunda
gerekli bir protein olan replikasyon proteini A (RPA) ile etkilesime
girdigini gdstermislerdir. RPA ve BRCA2 arasindaki bu etkilesim,
Y42C mutasyonu tarafindan ciddi bir sekilde engellendigi ve bu
mutasyonun tumér yapici oldugu bilindigi i¢in, RPA ve BRCA?2
arasindaki etkilesimin biyolojik olarak énemli olabilecegi ve hatta
belki de BRCA2'deki transaktivasyon domainlerinin traskripsiyon
yerine, RPA ve DNA tamiriyle baglantisinin  kurulabilecegi
vargulanmsgtir (125),

BRCA2 geninde saptanus oldugumuz vanlis anlamh
mutasyonlardan bir digeri de ¢.1001 A-C degisimi sonucu 9uncu
ekzonda olusan G258P mutasyonudur. Daha énce hicbir olguda
bildirilmemisg olan bu yeni mutasyon 59 yasinda over kanseri tanist
alms ve kizkardesinin kizinda da 40 yasinda over kanseri hikayesi
olan bir olguda (hasta no:17) saptanmistir. Bu mutasyon nedeniyle
BRCA2nin 1001’inci pozisyonunda alifatik yan zincirli ve polar
yapidaki Glisin’in, non-polar yapudaki  Prolin’e  déntistimi
gergeklesmistir (124). Ayrica Dayoif matriksine gére Glisin ile
Prolin arasindaki benzerlik indeksi diistik (120), ve PAM 250
matriksinde de bu iki amino asit icin negatif deger oldugu (121) goz
ontinde bulunduruldugunda by mutasyonun non-conservatif bir
mutasyon olabilecegi sonucu cikarilabilir,

S326R mutasyonu da BRCA2 geninde saptadigimiz ve ilk
olarak bizim olgumuzda saptanmig olan vyanlis anlamb
mutasyonlar arasindadir. Bu mutasyon, BRCAZ2 geninin 10’uncu
ekzonunda ¢.1204 A-C déniistimil sonucu olusmustur ve aile
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hikayesi olmayan ancak 37 yasinda meme kanseri tanis: almas:
nedeniyle ¢alismada erken yas grubuna dahil edilmis olan 52 no’lu
hastamizda saptanmistir. Serin amino asidi hidroksilik gruplar
iceren bir yan zincire sahipken, Arjinin amino asidi bazik grup
iceren bir yan zincire sahiptir. Ancak bu iki amino asitin de polar
yapida olusu ve PAM250 ve Dayhoff matrikslerinde ortalama
degerler ortaya cikmasi nedeniyle bu mutasyonun protein yap: ve
fonksiyonuna fazla etki gostermeyebilecegi sonucuna ulasilabilir
(120,121,124).

Iki erken yas meme kanseri hastamizda S384F vanlis
anlamh mutasyonu tanimlamstir. Bu olgularimizin herikisinde de
aile hikayesi bulunmamaktadir (hasta no: 44,51) BRCAZ2 geninin
10uncu ekzonunda ¢.1379 C-T donustimu olusan bu S384F
mutasyonu, BIC veri tabanina daha 6nceden kayith  bir
mutasyondur. Italya, Bat Avrupa, Kanada, Orta Avrupa, Dogu
Avrupa, Latin Amerika, Almanya, Yakin Dogu, ve TMirkiye'den
toplam 96 bireyde bu mutasyonun varligi gosterilmistir (47). Polar
yapida olan ve hidroksilik bir yan zinciri olan Serin’in, non-polar
yapidaki ve aromatik halkali yan zincirli fenilalanine ddénlisumii
sonucu olusan bu mutasyon Dayhoff ve Gonnet’in matrikslerine
gore de degerlendirildiginde non-konservatif olarak kabul edilebilir
(120,121,124).

BRCAZ geninde saptamis oldugumuz yanlis anlaml
mutasyonlardan bir digeri, c8935 G-A dénusimii sonucunda
olusan ve ilk olarak bizim olgumuzda gosterilmis olan E2903K
mutasyonudur. Bu mutasyon 50 yasinda over kanseri tanis; almisg
bir olguda (hasta no:21) saptanmustir. Bu olgumuzun, kendisi
diginda iki kizkardesinde de over kanseri tanisi vardir (Sekil 4.8).
Glutamik asitin  Lbsin’e déntisimii, Dayhoff ve Gonnet
matrikslerine gére konservatif kabul edilebilir ve her iki amino asit
de polar yapidadiriar {(120,121,124). Ancak, Losin, alifatik van
zincire sahipken, glutamik asit, asidik vapida bir yan zincire
sahiptir (124). Ek olarak, BRCAZ2min 247%uncu ve 3152%inci
kodonlar1 arasindaki genis karboksil domaini insanla kemirgenler
arasinda %86 benzerlige sahiptir Bu derece bir korunmusluk,
proteinin diger bolgeleriyle karsilastirildiginda dikkate degerdir. Bu
dizilerin potansiyel fonksiyonu tam olarak bilinmemekle beraber,
bu bélgede tanimlanmis pek cok ailesel mutasyonun bulunmasi,
bu bélgenin BRCA2'nin fonksiyonu igin  6nemli oldugunu
gostermektedir (115). Bu nedenlerle, saptamis oldugumuz E2903K
mutasyonu hastalik yapict bir mutasyon olabilir.

Yapilan DGGE analizlerinde bazi olgularimizda intronik
bolgelerde tek baz degisimleri saptanmistir. Bunlardan biri BRCA ]
geninin 6nc1 ekzonunda 602’inci noktada T-C déniustumudir ve
aile hikayesi olmayan 40 yasinda over kanseri tanisi almis bir
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olguda (hasta no 68) ilk olarak gdsterilmistir. IVS9.1288 T-C
dénuigimu de BRCAI geninde saptamis oldugumuz bir diger
intronik bdlge mutasyonudur. Bu mutasyon da ilk olarak bu
¢aligmada erken yas meme kanseri grubundan bir olgumuzda
(hasta  1no0:38) tanmmmlanmistir. Saptanan intronik  bdlge
mutasyonlarindan biri de BRCA2 geni 11%nci intronunda
IVS11:.12T-A mutasyonudur. Bu mutasyon 35 yasinda meme
kanseri tanis1 almig olan olgumuzda (hasta no:12) tamimlanmistr.
Soyagaci Sekil 4.6'da verilmis olan bu olgumuzun aym zamanda
BRCAI geninde, splicing bélge mutasyonu olan IVS11.1 G-A
mutasyonu da saptanmigtir. IVS11 12 T-A mutasyonu BIC veri
tabanina gore daha 6nce sadece bir hastada bulunmus olan
mutasyondur (47). BRCAI1 ve BRCAZ2 genlerinin intronik
bolgelerinin 6énemi tam olarak bilinmemekle beraber, Majewski ve
ark’larmmin  ¢cahsmasinda, intronik “splicing” regiilatdrlerin
genellikle splice bolgelere yakin yerlere lokalize oldugu, ancak,
splicing bolgelerinden 200 ntkleotid kadar uzakliklarda da
bulunabilecegi  gbsterilmistir (126}, Bu nedenle, bizim
calismamizda saptanmus olan intronik bélge mutasyonlar: da
“splicing” islemi a¢isindan 6nemli olabilir ve hastalik olusmasinda
da rol oynayabilir.

Biyolojik  olarak oOnemi bilinmeyen bu yanlis anlaml
mutasyonlar ve intronik bélge degisimleri icin fonksiyonel testler
yapitlmadan, genis ailelerde bu varyantlarin  gecislerini
incelemeden, ylksek sayida kontrol ve hasta gruplarinda bu
varyantlar1 taramadan, net bir sonuca ulagmak mimktin degildir.
Daha fazla birey ve daha fazla etnik orijin ¢ahisildikca, biyolojik
6nemi su anda tam olarak bilinmeyen bu varyantlarm daha agiklhik
kazanmasi beklenmektedir.

BRCAT geni ekzon 13’de bilinen bir polimorfizm olan S1436S
polimorfizmi, kizkardesinin kizinda da meme kanseri olan, 73
yasinda meme kanseri olmus hastamizda (hasta no: 6) bulundu.
Bu polimorfizm, Bat: Avrupa, Yunanistan, Ispanya, Amerika (beyaz
k), Iskogya ve Cin’de meme, over, meme/over kanserli toplam
30’dan fazla bireyde saptanmigtir (47,127,128),

GCalismamiz  sonucunda, BRCA2 geninde de cesitli
polimorfizmler belirlendi. Bunlardan birisi, 46 nolu erken vyas
meme kanseri hastasinda saptadigimiz ¢.255 A-G degisimi
nedeniyle olusmus olan PO9P polimorfizmidir. Bu polimorfizm ilk
olarak bizim olgumuzda tanimlanmis bir polimorfizmdir. Yine
erken yas meme kanseri olgularimizdan birinde (hasta no:45) ilk
olarak tanumlanmis olan c.1803 T-C degisimi nedeniyle ortaya
citkan TS25T polimorfizmi de BRCAZ geninde saptanmis olan
polimorfizmler arasindadir.




Erken yas meme kanseri grubu li¢ olgumuzda (hasta
no:39,45,63) BRCAZ geni 11%nci ekzonda ¢.T2457C degisimi
sonucu olusan H743H polimorfizmi saptanmistir. Bu polimorfizm
daha ¢nce Belgika'li ve Alman U¢ hastada saptanmis ve normal
bireylere ait toplam 332 kromozomun incelenmesi sonucunda C
allelinin sikliginin %13 oldugu gosterilmistir (47) BRCA2 geninde
saptadigimiz diger bir polimorfizm ise ¢.6741 C-G doéntistimiiyle
olugmus olan V2171V’dir. Bu polimorfizmin saptandig 50 yasinda
over kanseri tans! almis olan soyagaci Sekil 4.8°de verilmis olan 21
nolu hastanin BRCAI geninde ayn: zamanda E2903K mutasyonu
da tammmlanmistir. Bilinen bir polimorfizm olan V2171V
polimorfizminin, Afrika’li normal kontrollere ait 332 kromozomdaki
sikliginin, %1.8 oldugu bildirilmistir (47).

BRCAZ geninde saptadifimiz polimorfizmlerden sonuncusu
c.7470 A-G dontsliml sonucu olusmus S2414S polimorfizmidir.
Allesel over kanseri grubu hastalarindan birinde (hasta 1no;3}
saptanan bu polimorfizm, Belcika'da, Ispanya’da, Amerika Birlesik
Devletlerinde ve Polonya’da, hastalarda daha dnce saptanmistir,
Bu polimorfizmin 332 kromozomda global frekanst %25, Polonyal:
kontrol bireylere ait 288 kromozomda sikhd %20 olarak
belirlenirken, Friedman L ve ark’larimin calismasinda 54 erkek
meme kanserli bireyde polimorfik allel sikhign %17 olarak
bulunmustur (47,129).

Onceki yayinlara gore Tiirk populasyonuyla ilgili toplam 299
yuksek risk grubu birey cesitli tarama yoéntemleri kullanilarak
BRCAI ve BRCAZ2 genlerinin kalitsal mutasyonlari icin analiz
edilmigtir (67-69, 130) Literatiirdeki calismalara ait bilgiler ve bu
caligmamiza ait bilgiler Cizelge 5.1°de dzetlenmistir. Calismalar ayri
ayr1 degerlendirildiginde farkli oranlarda mutasyon saptama
yuzdeleri ortaya cikmaktadir. Ornegin tiim ekzonlarin tarandig
bizim c¢aligmamizda bu oran yaklasik %7 iken, sadece over
kanserlerinin dahil edildigi ¢calismada bu oran %17, yuksek risk
grubu 15 ailesel meme ve/veya over kanseri olgusunun
degerlendirildigi ¢alismada bu oran %20 olarak ortaya cikmaktadir
(67,70). Diger yandan 50 meme kanseri hastasiyla gergeklestirilmis
olan ve sadece belli ekzonlarin (BRCAI ekzon 2.11.14.20 ve BRCA?2
ekzon 11) tarandifn diger bir calismada ayri oran %6 olarak
gorultrken, hemen hemen benzer ekzonlarin 105 bireyde tarandis
baska bir caligma sonucunda ise oran, %10 bulunmustur (69,70).
Bu cahsmada ise benzer ekzonlarda mutasyon saptama oram
yaklagik %6 olarak belirlenmistir. Her ¢calismada farkh yontemlerin
kullamilmast, genlerin farkli bélgelerinin  degerlendirilmesi, farkh
hasta secim kriterleri ve incelenen hasta grup sayilarinm az olusu
nedeniyle béyle bir fark ortaya c¢ikmis olabilir. Calismamizdaki
olgular da eklendiginde Turk toplumunda BRCAI ve BRCA2 genleri
agisimndan tim ekzonlarin ya da baz ekzonlarin tarandigi birey




sayisi toplam 374’tir ve her iki genden birinde mutasyon tasiyan
bireylerin sayisi 41°dir. Eger kumiilatif olaralk degerlendirilirse
Tuark toplumu igin meme/over kanseri gruplarinda BRCA gen
mutasyon orani en az vaklasik %11 (41/374) olarak ortaya
cikmaktadir,

Cizelge 5.1; Poplilasyonumuzda vapdmis olan BRCA genlerinde mutasyon

sayisi * yontem yapici
ve gruplar mutasyon
saptama
orani
uzde

15 meme ve/veya |Tdm kodiayic: PTT ya da|3/15 (67)
over kanseri ekzonlar CSGE (%o 20)
ailesel)
53 meme ve/veya | BRCAI: ekzon PTT va da|11/105 (68)
over kanseri 2,11,14,20 hetero- (%10)
(ailesel), 52 erken | BRCA2: ekzon dupleks
| yas meme kanseri 110,11 analizi
6 kalitsal, 7 ailesel, | BRCA I ekzon Hetero- 3/50 (69)
27 erken yas, 10 2,5,11,13,20 dupleks (%o6)
erkek meme BRCAZ2: ekzon 11 |analiz
kanseri
15 ailesel, 87 38 hastada BRCA1 | PTT 177102 (70)
ailesel olmayan ve BRCA2’nin tum (%17)
over kanseri kodiayict bblgeleri,

kalan hastalarda

kodlayici bdlgenin

yaklasik %604
S erken yas over, 6 bireyde sadece DGGE ya[7/102 (126),
41 erken yas BRCA2nin da PTT (% 7) mevcut
meme, 35 ailesel kodlayici boélgeleri, caligma
meme/over, 11 diger hastalarda
erkek meme, 6 her iki genin de
bilateral meme, 4 |tiim kodlayic1 bélg,
meme ve over kans.

taramas: ¢aligmalarimn dzeti
Calisilan hasta | Taranan ekzonlar | Kullanilan Hastalik |Kaynak

Cizelge 5.2 ve 5.3’te bu calismalarda saptanmis olan sirasiyla
BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar: listelenmistir. Calismamizin
sonugclar: da dahil edildiginde BRCA ] geninin de 20 gesit mutasyon
26 bireyde tanmimlanmastir. Bunlardan, 2476delT ve 3870delTGTC
ikiser bireyde, bir Ashkenazi mutasyonu olan 5382 ins C
mutasyonu ise bes bireyde tanimlanmistir. Diger mutasyonlarin




hepsi bireye 6zgul mutasyonlardir. BRCA2 geni icin ise daha az
olan tanimlanan mutasyon sayisi1 15 bireyde 14'tlir. BRCA2'de
daha az mutasyon bulunmus olmasinin en énemli nedenlerinden
biri bu gen igin yapilmis tarama calismalarinin daha az olusu
olabilir BRCAZ2 geninde iki bireyde tanmimlanan mutasyon
5295insA mutasyonudur. Caligmamizda ise higbir hastalik yapic
mutasyon birden fazla bireyde tammlanmamigtir. Mutasyonlarin
buyilk bdlumii her iki gende de genin yansindan fazlasin
kapsayan 11inci ekzonlarinda saptanmistir. Bunun nedeni de
buylk ¢ogunlukla bu ekzonlarin mutasyon taramasina alinnmis
olmasi olabilir. Bu nedenle Cizelge 5.2 ve 5.3% gére mutasyonlarin
gende olusturduklari herhangi bir hotspot mutasyon bdlgesi
herhangi bir baskin mutasyondan sdz etmek de mumkin
olmamalktadir.

Etnik olarak farkli poptilasyonlarda yiksek risk tasiyan
ailelerde kalitsal mutasyonlarin oranlari da  farklihk
gostermektedir. Ornegin bu oran Belcika’da %33 (14/42 aile), Bati-
Isveg’te %42 (26/62 aile), Ispanya’da %25 (8/32 aile) olarak rapor
edilmistir (49,131,132). Ortadogu poplilasyonlarinda bu oran
dikkat cekici bir sekilde diismektedir. Iran’li toplam 22 yiiksek risk
ailenin BRCAI geninin taranmasi sonucunda hicbir patojenik
mutasyon tanmmlanmamistir (64). Yirmibes yliksek risk non-
Askenazi Yahudisi bireyde yapilan calismanin sonucunda da
benzer sekilde her iki gende de hichir patolojik mutasyon
bulunmamistir (100). Bu nedenle populasyonumuz da dahil olmak
lzere Ortadogu poptlasyonlarinda meme/over kanserlerine
kalitsal yatkinlikta BRCAI ve BRCA2 genlerinin kalitsal
bulunma oraninin az olma nedenleri arasinda mutasyonlarn,
genlerin promotor ve intronik bdlgeleri gibi analiz edilmeyen
bélgelerde olma olasihif olabilecegi gibi, mutasyonlarm PCR’
dayali bu tarama ydntemleriyle saptanamamasi da olabilir. Ancak
bizim bu g¢alismada kullanmig oldugumuz DGGE yénteminin
mutasyon bulma oram %95-%100 olarak tahmin edildigi icin,
saptamis oldugumuz mutasyon oranimin  kullanilan teknik
kisitlamalar nedeniyle dustik olmadig dusiincesindeyiz (133,134).
Ayrica heniz tanimlanmamis yatkinlik genlerinin meme/over
kanseri ailelerinde kiimelenmelere neden olmus olmasi da etkili
olmus olabilir.




Cizelge 5.2: Popiilasyonumuzda saptanan BRCA I mutasyonlarnn tiimii

Mutasyonun Kag Hasta grubu Kaynak
ad1 Ekzon | bireyde
gbézlendigi
158 insA 2 1 Ailesel meme kanseri [(69)
1201 insA 11 1 Erkek meme kanseri (69)
1623delTTAAA |11 1 Meme kanseri (68)
1815del A 11 1 Qver kanseri (70)
2073del A 11 1 Over kanseri (70)
2137delA 11 1 Over kanseri (70)
2139 delC 11 1 Ailesel meme kanseri (68)
2476delT 11 2 Ailesel over kanseri (68,70)
2990insA 11 1 Ailesel over kanseri  [{ 126)
3726 C-T 11 1 Ailesel over kanseri (126) 3
3819delGTAAA |11 1 Ailesel meme kanseri [(68)
3870delTGTC i1 2 Ailesel over kanseri [ (70)
IVS11.1 G-A Intron | ] Ailesel  meme/over
11 kanseri *
4508delC 14 1 Allesel meme kanseri | (68)
IVS14.1del G |intron |1 Ailesel meme kanseri |(68)
14
0055delG 16 1 Ailesel over kanseri  [(70)
5154delCT 17 1 Ailesel  meme/over #
. kanseri _
5382 ins C 20 5 Meme ve/veya over (67,68,
kanseri 70)
0063 G-A 23 1 Ailesel over kanseri [(70)
2622 C-T 24 1 Meme ve/veya over|(67)
kanseri N

# Isareti bu calismada saptanan mutasyonlari gdstermektedir.

Saptanan mutasyon oranini etkileyebilen diger bir faktér de
yuksek risk bireylerin secim kriterleridir, Ornegin, yapilan bir
¢alismada en az Uc hasta bireyin oldugu 148 ailede 16 BRCAT ve
13 BRCA2 mutasyonu (toplam %19.6) tanimlanirken, besden fazla
hasta birey olan 39 ailede bu oranin %33.3 oldugu bildirilmistir
(135). Bu nedenle bizim c¢alismamizda da bulunan mutasyon
oranin dusuk olmasi, calismaya dahil edilen kansere yatkin
ailelerin sayisinin az olusundan kaynaklanmis olabilir. Ctinkii.
calismamiza, besden fazla hasta birey bulunan sadece bir aile, dért
hasta birey bulunan iki aile, ve ti¢c hasta birey olan yedi aile olmak
uzere hasta birey sayisinin ti¢ ve daha yiksek oldugu toplam 10
aile dahil edilmistir. Ailesinde kendisinden baska dért hasta birey
bulunan hastamizda (hasta no:5) herhangi bir mutasyon
saptanamamistir ancak, ailesinde kendisinden baska iki hasta
bireyin bulundugu iki hastanin (hasta no: 12,49) ikisinde de
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hastalik yapici oldugu tahmin edilen mutasyonlar bulunmustur.
Sonug olarak, sadece ailelerinde toplam hasta birey sayismun tic ve
Ustu olan aileleri ele aldigimizda mutasyon orani %20°dir (2/10).

Cizelge 5.3: Poplilasyonumuzda saptanan BRCA2 mutasyonlarm tiimi

Mutasyonun Kag  |Hasta grubu Kaynak
adi Ekzon | bireyde
gozlendigi
1529delAAAG 10 1 Bilateral meme |
kanseri
1621insT 10 1 Erken yas meme %
3034delAAAC 11 1 Ailsel meme kanseri | (69)
3414delTCAG 11 1 Meme ve/veya over|(67)
kanseri
3693delTT 11 1 Over kanseri (70)
3976insA 11 1 Over kanseri (70)
4391delT 11 1 Over kanseri (70)
5295insA 11 2 Meme/over kanseri | (68,70)
5950delCT |11 1 Over kanseri (70)
6630delTAACT |11 1 Over kanseri (70)
6656delC 11 1 Ailsel meme kanseri [{69)
6880insG 11 1 Ailsel meme kanseri | (69)
8643insA 19 1 Over kanseri (70)
9255delT 23 1 Erken yas meme|(126)
kanseri

# [sareti bu ¢alismada saptanan mutasyonlar: gostermektedir.

BRCA1 ve BRCAZ2 genlerinde tim ekzonlarin taranmasi
olduk¢a zaman alici ve pahalidir. Askenazi ve Rus
5382insC mutasyonu popllasyonumuzda yapilmis olan daha
onceki caligmalarda bes farkl bireyde saptanmistir. Buna ragmen,
bu calismada BRCAI ve BRCA2 gén]_erinde hi¢bir kurucu {founder)
mutasyon belirlenmemistir. Ancak yine de Tiirk bireylerin BRCAI
ve BRCA2 genlerinin  blittintinlin  analizi yapilmadan 6nce
5383insC  mutasyonu agisindan degerlendirilmelerinin  yararh
olacag gérustndeyiz. Ayrica prediktif amaglarla BRCA genlerinde
mutasyon taramasi caligmalari yapilmadan 6nce ilgili anabilim
dallarimin bir araya gelip ortak bir strateji plami gelistirmesi,
hastaya test o6ncesinde ve test sonrasinda genetik danisma
verilmesi, ve bu basamaklar gerceklestirilirken Amerika Birlesik
Devletleri ve Avrupa’dan egitim, kultiirel, sosyal ve ekonomik
acidan farkhi olan toplumumuzun 6zelliklerinin géz 6nunde
bulundurulmas: olduk¢a énemlidir.




Sonuc olarak BRCAI ve BRCA2 genlerinin kalitsal
mutasyonlarimnin oramni poplilasyonumuzda meme/over kanseri
yatkinhgna sahip ailelerde %11 civarindadir ve herhangi bir
baskin mutasyon simdiye kadar tammlanmamakla birlikte
mutasyon dag@ilimi son  derece heterojendir.  Mutasyon
dagiimindaki heterojenitenin ve dzellikle mutasyonlarin ailelere
ozgill olmasimin genetik danismayl gliclestirebilecegi tahmin
edilmektedir. '

Bundan sonraki calismalarda, BRCAI ve BRCAZ2 disindaki
diger yatkinhik genlerinin (blytk olasilikla diisik penetransli)
arastirilmasi, modifiye edici genlerin ve SNP’lerin arastirilmasi
meme ve over kanserlerinin genetik etiyolojisinin daha iyi
anlasilmasini saglayacaktir.
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Communicated by Mark H Paalman

In this study we genotyped Turkish breast/ovarian cancer patients for BRCAI/BRCA2
mutations: protein truncation test (PTT) for exon 11 BRCA1 of and, multiplex PCR and
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) for BRCA2Z, complemented by DNA
sequencing. In addition, a modified restriction assay was used for analysis of the
predominant Jewish mutations: 185delAG, 5382InsC, Tyr978X (BRCA1) and 6174delT
{BRCA2). Eighty three breast/ovarian cancer patients were screened: twenty three had a
positive family history of breast/ovarian cancer, ten were males with breast cancer at any
age, in eighteen the disease was diagnosed under 40 years of age, one patient had ovarian
cancer in addition to breast cancer and one patient had ovarian cancer. All the rest (n=30)
were considered sporadic breast cancer cases. Overall, 3 pathogenic mutations (3/53-5.7%)
were detected, all in high risk individuals (3/23 - 13%): a novel (2990insA) and a previously
described mutation (R1203X) in BRCA1, and a novel mutation (9255delT) in BRCA2. In
addition, three missense mutations [two novel (1428, N27428) and a previously published
ene (S384F)] and fwo neutral polymorphisms (PIP, P2532P) were detected in BRCA2
Notably none of the male breast cancer patients harbored any mutation, and nene of the
tested individuals carried any of the Jewish mutations. Our findings suggest that there are
no predominant mutations within cxon 11 of the BRCAIL and in BRCA2 gene in Turkish
high risk families © 2003 Wiley-Liss, Inc. :

KEY WORDS: BRCA1; BRCAZ, DGGE; PTT; Turkish Population high risk for breast cancer

_ INIRODUCTION

Breast cancer is the most common feminine malignancy worldwide, with more than 180,000 new cases
diagnosed in the USA and 6,123 cases in Turkey [hitpi//www-dep iarc fi/dataava/infodata htm] Germline
mutations in both BRCA1 (17q21) and BRCA2 (13ql12) account for a substantial proportion of families with
inherited predisposition to breast and/or ovarian cancer [Miki et al, 1994; Wooster et al, 1995; Weber,
1998]. Mutatien detection rate is highly dependent on the ethnicity of the population studied and the definition of
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famitial clustering of cancer [Szabo and King MC, 1997] The majority of germling mutations within both genes,
are mostly “private mutations”, unique to each high-risk family [htttp\www nhgrinih gov/Intramuarl research
/Lab wransfer/Bic]. There are a few examples of founder mutations within these two genes, mostly in genetic
isolates such as the Icelandic population [Arason et al., 1998] and the Finnish population [Huusko et al , 1998], as
well as subsets of Dutch and French families [Peelen et al., 1997; Szabo and King MC, 1997]. The most notable
example of founder mutations in these genes is the Ashkenazi (East European) Jews [Struewing et al., 1995;
Odduoux et al, 1996; Hattge et al , 1999], where three predominant mutations: 185delAG and 5382insC (BRCAL)
and 61 74delT (BRCA2) seem to account for a substantial proportion of high-risk families [Abeliovich et al., 1997,
Szabo and King MC, 1997]. Approximately 40% of Ashkenazi patients with breast cancer diagnosed before the
age of 40 [Hartge et al, 1999; Warper et al., 1999] and 29% of unselected Ashkenazi Jewish ovarian cancer
patients [Modan et al, 2001] are cariiers of one of these mutations. One of these mutations (185delAG}) and a
novel BRCAI mutation (1yr978X) were detected in non-Ashkenazi Jews [Abeliovich et al , 1997; Bruchim Bai-
Sade et al, 1998; Shiri —Sverdlov et al , 2001] and rarely in non-Jewish individuals [Berman et al., 1996; Diez et
al., 19981}

In Turkish high-risk families no predominant mutations have been reported [Balci et al, 1999; Ozdag et al,
2000; Yazici et al, 2000], but the combined number of Turkish individuals analyzed thus-far for germiine
mutations in both genes (n==170), is probably too small to draw such a conclusion Furthermore, the previously
published studies in [urkish high-risk families only partially analyzed the coding region of both genes wsing
screening techniques that probably cannot detect all existing mutations

The objective of this study was to expand the spectrum of germline mutations in BRCA1/2 in Turkish high risk
individuals, and evaluate the contribution, if any, of four Jewish predominant mutations in BRCAJ (185delAG,
5382insC Tyr978X), and in BRCA2 (6174delT) to breast cancer phenotype in Turkish patients.

PATIENTS AND METHODS

Patient selection and reciuitment ~ Patients with histopathologically diagnosed breast cancer were eligible for
participation. The study was approved by the institutional review board of ali participating medical centers, and
each participant signed a written informed consent The participating centers were Bilkent University and Akdeniz
University Faculty of Medicine Hospital, both in Turkey, and Tewish Turkish patients from the Chaim Sheba
Medical Center in Istael Eligible patients were divided into several subsets: familial breast cancer (FAMBC), were
defined as having at least two additional first or second degree relatives with breast o1 ovarian cancer; early onset
breast cancer (EOBC) were all breast cancer cases diagnosed under the age of 40 years; male patients with breast
cancer (MBC); all the others who did not fit into one of these categories, were defined as sporadic breast cancer
{SpBC}

DNA extiaction — DNA was extracted from peripheral venous leukocytes by standard salting out protocol
[Miller et al, 1988]

Predominant Jewish mutations analysis — Four predominant Jewish mutations were tested: the three “Ashkenazi”
Tewish mutations in BRCAI (185delAG and 5382insC), BRCA2 (6174delT) and a non-Ashkenazi Jewish mutation
on BRCAI (Tyr978X). Mutation analysis schemes were based on PCR and restriction enzyme digests that
distinguish the wild type from the mutant allele, as previously described [Odduocux et al , 1996; Rohlf et al., 1997;
Shiri —Sverdlov et al, 2001] For each mutation, a known mutation carrier was used as a positive control

Protein tiuncation test (PTT) - Using forward primers containing a 17-promotor region and an eukaryotic
translation initiation sequence PCR reactions were performed for PTT test of exonl! of BRCA! gene as previously
described [Hogervorst et al , 1995; Shiri-Sverdlov et al,, 2000].

Denaturing gradient gel electrophoresis {(DGGE) — Using previously described primers and conditions all coding
exons of the BRCA2 gene were PCR amplified and subsequent analysis of PCR products was performed using D-
Gene model DGGE system (BioRad, Richmond, CA) [Wagner et al., 1999; Shiri-Sverdlov et al,, 2000]

All PCR fragments showing abnormal migration pattern on DGGE, or a pattern suggestive of a truncating
mutation on PTT were sequenced to verify and define the mutation Eeach mutation was independently verified in
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two sequencing reactions, from both strands PCR products were cleaned by High Pure PCR Product Purification
Kit from Roche, and subjected to cycle sequencing using a fluorescence based cycle sequencing and dye
terminator system. Products were cleaned by using Edge Biosystems Gel Filtration Cartridges. For the analysis
ABI Prism 310 (PE biosystems, Foster City, CA) automated genetic analyser was employed, according to
manufacturer’s recommendations,

RESULTS

Patients’ characteristics — Overall, 83 patients were analyzed in the present study: 23 patients with FAMBC, one
of which had bilaterat breast cancer, 18 patients with EOBC, 10 males with breast cancer, | patient with familial
ovarian cancer and 1 patient with co-occurrence of breast and ovarian cancer in the same patient. All other patients
were considered sporadic cases (n=30) The range for age at diagnosis for FAMBC was 31-62 years (458 = 9.2
years - mean + SD); for EOBC age range 27-39 (32 9 +3.5) years; for males with breast cancer — age range was
25-77 (63.3 + 15 2) years; and for the sporadic cases — 40-75 (52 6 + 9.5) years. Of the MBC patients there was
only one individual with a family history of male breast cancer in a second-degree relative.

Mutational analyses ~ None of the 83 participants genotyped for the four Jewish predominant mutations was
found to carty any of those mutations PTT analysis of exon 11 in the same subsets of patients revealed two
truncating mutations in BRCA/: a novel mutation (2990InsA) and a previously described one (R1203X). Full
mutation screening of all coding exons of the BRCA2 gene in the 53 patients who constituted the FAMBC, MBC
and EOBC groups, revealed 6 sequence alterations: a novel tiuncating mutation in exon 23 (9255del 1), 3 missense
mutations (two novel and a previously described onc) of unknown functional significance, and two silent
polymorphisms (table 1)

Table 1. Polymorphisms and mutations found

PatientID  Gene “Exon  Sequence Predicted Mutation type

alteration effect on

{nucleotide by protein

cDNA)
97-477 BRCAI 11 ¢.2990insA Q957£X970 FS
BC34 BRCAI1 11 ¢.3726C>T RI1203X N
BCo4 BRCA2 2 ¢.255A>G PoP P
BC16 BRCA2 3 €.353A>G T42C M
BC53 BRCA2 10 c.1379C>T S384F M
97-702 BRCA2 15 c.7824C>T P2532P P
97-631 BRCA2 18 ¢.8453A>C N27428 M
97-344 BRCA2 23 c.9255delT Y3009£sX3027 FS§

FS: Frameshift; M: Missense;N:Nonsense; P: Polymorphism; U: Unknown

DISCUSSION

In this study, screening for BRCA! and BRCAZ2 mutations in 53 Turkish individuals with presumed inherited
predisposition to breast cancer, male breast cancer, and eatly onset breast cancer revealed only three clearly
pathogenic mutations in both genes: RI1203X, and 2990insA in BRCAI, and 9255delT in BRCA2 In addition, three
missense mutation of uncertain biological significance and two neutral polymorphisms were detected. None of the
latter sequence variations was detected in more than one individual. A total of 170 Turkish high-risk individuals
were previously analyzed for germline mutations in the BRCA/ and BRCA2 genes using a varicty of screening
techniques. In only 15 Yurkish high-risk individuals both genes’ coding regions were comprehensively analyzed
[Balci et al , 1999]. A total of 17 bona fide truncating mutations were described in previous studies Taken together
with the present study, 20 mutations were detected from among 199 Turkish high risk individuals, a rate of about
10%.
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Table 2. The previously reported mutations in BRCA1 and BRCAZ2 in Turkish families at high risk for
breast and ovarian cancer

Nucleotide change Result Type of Cancer Times Reference
BRCA1 _
Lixon2- 185insA Frameshift Breast 1 Yazici et al,; 2000
Exonll- 2080A->G Missense Breast 1 Ozdag et al.,2000
Exonli- 1013 T->C Silent Breast 2 QOzdag et al., 2000
Exonll-1201insA Frameshift Breast 1 QOzdag et al.,2000
Exonll- 1623delTTAAA Frameshift Breast 1 Yazici et al. 2000
Exonll- 2139delC Frameshift Breast i Yazici et al.,2000
Exonli- 2196G->A Missense Breast 1 Ozdag et al.,2000
Exonli- 2201 C>T Silent Breast ) Ozdag ¢t al., 2000
Exonll- 3819delGTAAA Frameshifi Breast 1 Yazici et at.,2000
Exonll- 2476dclT Frameshift Ovary 1 Yazici et al., 2000
Exonl1-2731 C->T Missense Breast 3 QOzdag et al.,2000
Exonll-3667 A>G Missense Breast 16 Qzdag et al.,2000
Exonl4- 4508delC Frameshift Breast 1 Yazici et al., 2000
Int 14- IVS14+1delG Splice error Breast 1 Yazici et al., 2000
Exon20- 5382insC Frameshift Breast and ovarian 3 Balci et al ,1999; Yazici et
al.,2000
Exon2d- 5622C->T Nonsense Breast and ovarian 1 Balci et al., 1999
BRCA2
Exonll- 3414delTCAG . Frameshift . Breast i Balci et al., 1999
Exonll- 5295insA Frameshift Breast 1 Yazici e al.,2000
Exonll- 6656delC Frameshift Breast 1 Yazici et al.,2600
Exonli- 6880insG Frameshift Breast 1 Ozdag et al.,2000
Exon 11- 3034deiAAAC Frameshift Breast 1 Qzdag et al.,2000

In ethnically diverse populations the rate of germline mutations in both genes among high-risk families varies.
The rate in Belgium is 33% (14/42 families) [Goelen et al, 19999], in Western Sweden 26 mufations were
identified in 62 families (42%) [Einbeigi et al., 2001], and in Spain the reported rate is 25% (8/32 families)
[Osorio et al, 2000]. Notably from studies in Middle Eastern populations the rates are substantially lower. No
pathogenic mutations were detected in the BRCA gene among 22 Ianian high-risk families [Ghaderi et al., 2001],
and no mutations in either gene were detected among 25 high risk Non-Ashkenazi Jewish individuals [Shiri-
Sverdlov et al,, 2000]. Thus it seems that in Middle Eastern populations, including the Turkish population, the
contribution of germline mutations in BRCAJ and BRCA2 genes to inherited predisposition to breast/ovarian
cancer is relatively small. It could be that the mutations exist in regions of the genes not analyzed (e g., promotor,
intronic regions) or are major gene rearrangements that are not detectable by PCR-based techniques Alternatively,
other, yet unidentified, genes may exist that underlic the familial clustering of breast and ovarian cancer in these
populations

Combined, BRCAI and BRCA2 germline mutations are predicted to account for a substantial proportion of all
hereditary breast cancer cases (2% to 5% of all incident breast cancer cases) [Evans et al, 1994; Ford et al . 1998;
Weber, 1998]. Furthermore, mutations in both genes contribute to early onset breast cancer: 6% to 16% of alt
breast cancer cases diagnosed before the age of 36 years are predicted to carry a BRCA/ mutation and a somewhat
lower or similar percentage a BRCA2 mutation [Chappuis et al , 2000], and 16% of the cases diagnosed before age of
45 was attributable to mutations in these two genes [Peto et al.,, 1999] Yet, in the present study, no mutations were
detected in any individual with early age at diagnosis that did not have a family history of breast/ovarian cancer
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Thus in Turkish individuals, early onset breast cancer with no family history of related cancer is not a good
indicater to search for germline mutations in BRCAT and BRCA2 genes

Detecting a high rate of BRCA/ and BRCA2 mutations in high-risk families is dependent on selection criteria.
For example, among 148 families with at least 3 affected individuals with breast or ovarian cancer, sixteen BRCAJ
and thirteen BRCA2 mutations were identified (total 19.6%) and mutation 1ate in both genes was 33 3% among 39
patients with more than five affected individuals in their family {Vahteristo ct al,, 2001] At least 17% of Jewish male
breast cancer patients were found to carty a BRCA1/2 mutation [Struewing et al, 1999] Thus the low rate of
BRCAI/2 mutations in the present study may also reflect the lack of such cancer prone families in the tested
population Indeed, only one family in the present study had more than 5 affected individuals and eight family had
there or mote affected individuals.

In the present study, as well as in previous studies analyzing Turkish high-risk families, no predominant
mutations in BRCAI/BRCAZ genes were detected (Table 1-2) [Balci et al., 1999; Ozdag et al,, 2000; Yazici et al,
2000]. One exception is the 5382insC BRCAI gene mutation, which is one of the founder mutations of Ashkenazi
Tews and Russian populations [Abeliovich et al., 1997; Szabo and King MC, 1997], which was described 3 times
among 170 Turkish high-1isk patients [Balci et al, 1999; Ozdag et al, 2000].

In the present study none of the tested patients harbored this specific mutation. The data from all studies
pertaining to Turkish individuals indicate that the 5382insC mutation occurs at a low rate {3/255 — about 1%) in
Turkish patients This finding suggests a certain level of admixture between Jewish, Russian, and Turkish
individuals, despite religious and cultural bartiers separating these diverse populations Yet none of the other
Tewish mutations was incorporated into the Twurkish population, as evidenced by the lack of any of the other
mutations in Turkish individuals in the present study. It seems logical that Turkish high risk individuals should
first be screened for the 5382InsC BRCA T mutation before full analysis of both genes is carried out

In conclusion, the rate of geimline mutations in BRCA[ and BRCA2 in Turkish families with breast/ovarian
cancer predisposition is about 10%, with no predominant mutations detected, and a low probability of detecting
mutations in male breast cancer patients and in women with eatly onset breast cancer but no family history of
cancer.
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Abstract

Background: The precise genes involved in conferring prostate
caneer risk in sporadic and familial cases are not fully known

Objectives: To evlauate the genetic profile within several
candidate genes of unselected prostate cancer cases and fo correlate
this profile with disease parameters.

Methods: Jewish Israeli prostate cancer patients (n=224) wers
genotyped for polymerphisms within candidate genes: p53, ER VDR,
GSTTI, CYP1A1, GSTP1, GSTM1, EPHX and HPC2/ELAC2, followed
by analysis of the genotype with relevant clinical and pathotogic
parameters

Results: The EPHX gene His113 allele was detected in 21 4%
(33/154) of patients in whom disease was diagnosed above 61 years,
compared with 5.7% (4/70) in earlier onset disease (P < 0 001) Within
the group of late-onset disease, the same allele was noted in 5.5%
{2/36) with grade | fumors compared with 18% (34/188) with grade (i
and up (P = 0004} All other tested polymorphisms were not
associated with = distinet clinical or pathologic feature in a statistically
significant manner

Conclusions: In tsraell prostate cancer patients, the FPHY
His113 allele is seemingly zssociated with 2 more advanced, late-
onset disease. These preliminary data need to be confirmed by a larger
and more ethnically diverse study

IMAJ 2003 5.00-00

Prostate cancer is the most commen solid tumor dizagnosed and the
second leading cause of cancer-related death among American
men with 175000 new cases diagnosed annually in the USA (1]
The worldwide estimate is 239 000 prostate cancer-related deaths
per year The majority of prostate cancer cases occur sporadically,
most commonly ir the seventh dacade of life In about 10% of
prostate cancer cases familial clustering oceurs, clinically heralded
by an earlier age at onset (ie below age 60 years) These familial
cases usually exhibit an autosomal domirant mode of transmissicn

* Both authors contributed equally to this manuscript

and are putatively attributable to germline mutztion(s) in major
cancer susceptibility gene(s) |2] Yet the precise genetic factors
assaciated with inherited predisposition te prostate cancer have
nat yet been fully elucidated A small subset of inherited prostate
cancer cases segregate with a locus on chromasome 1 {1924-25)-
HPCI locus; and recently germline mutations and polymorphisms
within a candidate gene in that region (RNASEL) were detected in
two families with two or more prostaste cancer cases [3| Several
potentially imporiant chromosomal regions have been associated
with early and late-onset familial prostate cancer: a region proximal
to the site of HPCI locus on chromosome | [4] CAPB |5| as well as
two missense mutations (Leul27 and Thr541) in the HPCZ/ELACS
gene {6]

Genetic factors may also be involved in sporadic disease These
genes presumably confer a mild or moderate prostate cancer
susceptibility, and the inheritance pattern is compatible with a
multigenic  multifactorial inheritance 7] The precise genes
involved in conferring prostate cancer tisk in non-familial cases
are currently unknown but several have been suggested and tested
as candidate genes fhese inciude genes that are somatically
involved in disease pathogenesis (eg p#53) genes involved in
prostate tumorigenesis based on theoretical considerations {e g
estrogen receptor}, and genes whose protein products affect the
metagolism and detoxification of enviromental carcinogens Se-
quence alterations, in particular missense mutations within some
of the refevent genes have been tested for an association with
prostate cancer risk { 7) and for a less favorable prognosis in affected
individuals [8]

A polymorphism of the CYPI7 gene & member of the
cytochrome p450 gene family responsible for biosynthesis of
testosterone, was reportedly associated with prostate cancer tisk
in Caucasians with a family history of the disease [9]. Similarly the
ValiVal polymarphism in the CYPIAI, and the Leu432Vat poly-
morphism in CYPIB! both members of the cytochrome pds0 gene
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family have also been assoclated with prostate cancer risk in
ethnically diverse populations [10]

Functional polymorphisms within genes whose preducts pro-
mote detoxification of potentially carcinogenic substances, in
patticular the GST superfamily, have been tested for association

with prostate cancer risk The 1105V GS TP1 gene polymorphism but

not polymorphisms within other GST supergene family members
was associated with early-onset prostate cancer [11}

The role that p53 mutations play in the pathogenesis of the
disease are well established and the finding that somatic
averexpression, taken as an indication for the presence of a mutant
allele was associated with clinical failure [12| may serve to further
support its pivotal role in predisposition to prostate cancer Indeed
2 missense mutation at codon 72 (R72P) of the p53 gene was
reported to be associated with a reduction of risk to prostate cancer
in carriers of the codon 72 pro/pro alleles [13)

A homozygous pattern of a missense mutation (His113) within
the microsomal epoxid hydroxylase (mEPHX) gene was expressed
somatically in more than 90% of prostate cancer tissue analyzed
[14] The more active form of the enzyme {Tyr113) is associated with
increased risk of ovarian cancer {15], but this polymorphism was
never tested in prostate cancer risk Of three neutral polymaorphistns
in the vitamin D receptor (VDR) gene, one was reportedly
associated with an increased risk of developing prostate cancer
[ 18] whereas no association with prostate cancer risk was reported
in other studies |17}

To gain insight into the possible contribution of some of these
" polymorphisms and the two HPC2 missense mutations to prostate
cancer predisposition and pathogenesis in Israeli patients we
genotyped unselected [ewish Israeli prostate cancer patients for
polymorphisms within some of these genes, and corelated the
tesulting genotype with clinical and histopathologic parameters

Materials and Methods

Study population

The study population comprised unselected jewish Israeli men with
pathologically confirmed prostate cancer, who were treated at one
of the three participating medical centers between January 1998 and
june 2000 Demographic and relevant clinical data were obtained
from medical files and a detailed questionnaire that was completed
during a personal or telephone interview The institutional Review
Boards approved the study, and a written informed consent was
obtained from each patient Cases with at least one additional first-
degree relative with prostate cancer, or other seemingly associated
cancer types (breast, avary) were designated familial All others
were considered sporadic

Control population

The control population used to assess the rate of the HPC/ELAC2
missense mutations in an unaffected population included ethni-
cally and age-matched individuals whe were recruited from among
consultees at the Genetics Institute of Sheba Medical Center and
from patients with non-cancer related problems who attended the
hospitals Urology outpatient clinic Their medical status fie,
healthy with normal prostate-specific antigen levels and no

suspicious mass on digital rectal examination) was ascertained by
a personal interview physical examination and, in cases of doubt
by contact with their treating physician

DNA extraction

DNA was extracted from peripheral blood leukocyles chtained by
venopuncture using standard procedures and using the Gentra kit
{Gentra Systems Inc , Minneapolis USA) according to the manufac-
turer's recommendad protocol

Polymerase chain reaction amplifications

PCR' amplifications were carried out in a thermocycler (PTC-100-60
M] Research Inc Watertown MA USA]) in a final reaction volume
of 50 ¢l containing 15 pmol of each primer, 50-100 narograms of
genomic DNA, 200 pM dNTPs 05 units of thermostable Tag DNA
polymerase (BicTag, Appligene France) and standard 10x PCR
buffer Following PCR 10% of the PCR product (5 pl) was analyzed
on 2% agarose gels to ensure success and specificity of the PCR and
vizualized by ultraviolet transillumination of the ethidium bromide
stained gels

the primer sequences PCR amplification conditions and the
detection techniques for the P53 [P72R)} polymorphism (18} and the
three 3 polymorphisms in the VDR gene |19} were performed as
previously described The polymorphisms of the GSTTI GSTM!
and CYPIAl genes (20| the polymorphic valine to isoleucine
change at codon 105 in the GSTP! gene [21] and the histidine to
tyrosine change at codon 113 in the EPHX geine {22 were all carried
out as previously described The Leu217 and .Thr54l missense
mutations were detected as previously described {6] The <088
C = T (RM3R } polymorphism in the estrogen receptor was
detected by employing the DGGE technique

Statistical analysis

Analysis of relationship between gene exposure and discrete
(nominal or ordinal) variables was performed using Pearson s chi-
square test for appropriate cross-tabulation The difference
between mean values of continuous variables and gene exposure
was analyzed using one-way ANOVA Al calculations used SAS6 12
for Windows software

Resuits Patients’ characteristics

The study included 224 |ewish Israeli patients with prostate cancer
the age range of diagnosis was 45-81 years (64 6 + 74 years)
imean + SD). Regarding the patients origin 100 (44 6%) were
Ashkenazi (East European) 78 (34 8%) were non-Ashkenazi — mostly
(n=48) Asian (i e lraqgi Iranian] and the remaining patients {(n=46)
were mixed Ashkenazi-non-Askenazi (n=29, 12 9%) or Israeli-born
for more than four generations (n=17 75%) Prostate cancer was
diagnosed in 70 patients prior to or at é0 years of age and in 154
patients older than 61 years A family histary of cancer could be
elicited in 122 patients only primarily because of truncated family
trees as a result of the Holocaust or immigration to Israel at an
early age with loss of contact with other family members Of these

PCR = polymerase chain reaction

2 A Figer et al
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Table 1 Selected clinical histological and genotype data of study participants
EPRK P CHRIAT P [ b GSTHY P GSTP b
Jeein 60 years HH Y i i Hh th 13 [ N 4 i I W
SRIS T OE3M | il LR ] 155 | 1365d 605 | 9IS THSE | BEIM | OLM
<l jears i 3 il 1'% 1966 5% [ 5 ] bl i Mis 5
<0 0765 {51 0 197
Grate + Age | of0+ Grdel (1573 1% it it SHN | 14 h'] H 164 1 M bi] 1Y
<0+ Gaded? | MBS | MBS | MR itk il JULES W | 19 BA% | 114U% W | Wl | MG
it} (2} 054 088 08
Smoking \ES ST | R | wn b 4608 | RN 1 W [ g | S | 1A
RO 051 1562 32 Iith itk 16 1654 54 3 il SN | | D
<0 0319 {103 094 08
sl P B b | ¥MOBsm Poo| Wi P Vil P
[ 4 RR i [ B & bb M '] L] T It tt
heeat Br > B veers SIS | B | TN 1705 MG | 6MH [ Su SEIM | B | IS SEIM | WUH | WM
< B years i 5 [E3 il 150 I il 1570 3hil blisl Sin 1% it 1
194 un .34 003 Yisk
Gradeshee | SBbeGradel | SUSS | WS Ok R SO SO | SIS AW 1 2% BRI | T | TN
<fibndes? | B ini] N 03 il st 1733 103 1431 1531 Bi 78 {3 ]
0497 ] 0406 051 055
Smoking V&S WS | NS SAMT ] 6T M W5 L IS | WM TRHE | oRME | g braEI LI T
el biiD] 505 wit i JLitf 7 i W 16% Lih] 11T ] jrig i
<D0 0454 <48 .00 il

For each tested polymorphism the common and rare homozygote and the heterozygote geneotype are shown according to various clinicai and pathologic
characteristics The P values for whole-group comparisons are shown For the ER polymorphism M denotes a heterozygote as there were no homozygotes for the rare
allele For the GSTMI and GSTT! polymorphisms N denotes normal wild type and P denctes the polymorphic allele For the GSTP] EPHX and the 253 missense
mutations the single letter symbols of the encoded amino acids are shown For the vitamin D receptor polymorphisms the capital letters denote an uncut allele and
lower case letters dencte an allele that was cleaved by the specified restriction enzyme )

12 of 122 (9 8%) had prostate, breast and/ar ovarian cancer in at
least one first-degree relative 25 (20 5%} had a more remote family
history of cancer (in second-degree relatives and cancer types other
than prostate breast or ovaty} and in the remaining 85 patients
(69 7%) prostate cancer was designated sporadic There were 35
tumors at stage T1 disease, 135 at stage 12 46 at stage T3, and § at
stage 14 (staging was assigned by the revised TNM system from
1997) and was based on digital rectal exam transrectal and pelvic
ulirasonography abdominal computerized tomography and bone
scan Tumor grades were as follows: weli-differentiated (Gleason
scores 2-4) collectively referred to as grade 1 {n=36) moderately
differentiated {Gleason scores 5 6) or grade [i (n=122), moderately
to poorly differentiated (Gleason score 7) or grade HI {n=60), poorly
differentiated (Gleason scores 8-10) or grade IV tumors (n=6)

Control population characteristics

Overall 250 men were genotyped for the two missense mutations in
the HPC2/ELACZ gene Their ages ranged from 35 to 83 years (61 7
+ 9 7years) 113 (45 2%} were Ashkenazi 91 {36 4%} were of non-
Ashkenazi origin mostly (n=63) lragi-tanian bomn, and the rest
were either mixed Ashkenazi-non-Ashkenazi {n=31 124%) or
Israeli-born (n=i5 6%) for more than four generations All were
asymptomatic with no personal history of cancer no abnormat
masses on digital rectal exam and PSA’ levels within the normal
range within the preceding 12 months

PSA = prostate-specific antigen

Genetic analyses
Homozygosity for the low activity genotype of the EFHX gene
{His113 allele) was significantly less comimon in patients with early-
onset prostate cancer {€ 60 years) {4/70 5 %) as compared with
late-onset disease (2 61 years) (33/154 214%) (P < 0001} In
addition within the late-onset group of patients the same low
activity genotype was encounterd less commonly among grade |
tumaors {2/36 5 5%) compared with higher grade tumors {grades 2
and up) (347188 18%) (P = 0 004) Patients with a family history of
cancer other than prostate breast or ovary displayed the BB
genotype of the VDR gene less frequently than those with no family
history of cancer (1/25 4% vs 31/97 31 9%) (P = 0023) {data not
shown in the table) Patients with prostate cancer who were non-
smokers more often displayed the TT {38774, 51/3%) Aa (49/76 64/
4%) and bb (36/70 51/4%) pattern in the VDR gene polymorphisms
than did smokers (TT 32/150 21 3%; Aa 63/148 42 5%:; bb 39/154
253%) - P < 0.001 for all three comparisons [n addition non-
smokers more often carried the wild-type GSITI allele (25775,
33 3%) than smokers (35/145 6 9%) (P < 0001) For all other tested
poiymorphisms, no significant associations were noted between the
specific polymorphism and age at diagnosis ethnic origin family
history of cancer, smoking history disease stage and grade The
distribution of polymorphisms in all candidate genes within the
study population analyzed by age at diagnosis tumor grade and
smoking history is shown in Table 1

In addition to the data presented in Table | the rzte of the
Leu217 missense mutation among prostate cancer patients was
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36 6% {82/224) and 37 2% (93/250) among healthy, ethnically and
age-matched asymptomatic controls Similarly the rate of the
Thr54[ missense mutation in the same gene was 4 9% (11/224) in
the prostate cancer group and 5 8% (29/25%) in the controls. Both
were statistically insignificant differences

Discussion

i this study a missense mulation in the EPHX gene Hisl|3Ty
(R113Y) was associated with diagnosis at age older than 61 years
and a more advanced grade prostate cancer in Israeli patients. The
biologically more active Tyrl13 allele (YY genotype) was associated
with an increased risk for avarian cancer [15] This association may
reflect enhanced activation of endogenous or exogenous carcino-
gens (o more mutagenic derivatives by the high activity genotypes.
Alternatively this pofymorphic variation in EPHX activity could
modily the penetrance of other prostate cancer susceptibiiity
gene(s).

The initial enthusiasm sparked by the findings of the role that
the Thio41 and Leu?17 missense mutations play in prostate cancer
predispisition and pathogenesis 6| has somewhat abated. Sub-
sequent studies failed to show a more frequent occurrence of these
mutations in prostate cancer patients than in controls |23,24| and
even in the selected group of familial prostate cancer cases the rofe
of HPC2/ELACZ mutations may be limited [25| Our data support
the limited role if any of these polymorphisins ir prostate cancer
pathogenesis in Iszaeli patients

Polymorphic patterns in the vitamin D receptor and the
functional pelymorphism in the GSTTI significantly- dilfered
between smokers and non-smokers in the present study. This
finding i confirmed in other populations may help to identify
individuals who smoke and are genetically at higher risk for
developing prostate cancer While the invalvement of the GSTT! in
the detoxification pathway is well established no such tole has
been proposed for the VDR and its presumed involvement in
prostate cancer pathogenesis has been attributed to its role in
cellular proliferation Our finding may indicate that the VDR may be
a modulator of some of the carcinogenic substances in cigarette
smoke The other polymorphisms tested in this stidy appear not te
be involved in prostate cancer tumorigenesis in lsraeli patients
However analysis of other polymorphisms within the same genes,
preferably single nucleotide polymotphisms in a lager group of
patients may help provide a more accurate answer regarding the
putative rote of these genes in prostate cancer risk and or
progression

The dlinical implications of this study if confirmed may affect
several aspects of prostate cancer detection and prevention
Analysis of the EPHX gene polymorphism may help to identify
asymptomatic individuals at high risk for developing late-onser
prostate cancer in the general moderate risk population It may
also help to target prostate cancer patients wha are fikely to
have a more advanced disease and hence should be placed
under a more strict surveiflance scheme Lastly it may provide &
genelic tool for identifying individuals who smoke and are at a
higher than average risk for developing prostate cancer None-
theless cautior: is called for in interpreting and extrapolating

these Tesults Certainly confirmation of these prelitvinary data
based on a larger patient number of diversilied ethric origin is
needed
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