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OZET

Amag: Bu calismada, Tiirk meme kanserli kadin hastalarda (n=98) ve kontrol grubunda
(n=56), FGFR2 genindeki 1s2981582 ve TNRC9 genindeki 1s3803662
polimorfizmlerini taramak ve bu polimorfizmlerin meme kanseri riski ile iligkisini

belirlemek amaglanmistir.

Metaryal ve Metot: Calismada, Bursa Ali Osman S6nmez Onkoloji hastanesinde tani
konulan 98 meme kanseri hastasindan ve ailesinde meme kanseri hikayesi olmayan 56
kontrol bireyinden alinan periferik kan Ornekleri kullanildi. FGFR2 genindeki
rs2981582 ve TNRC9 genindeki rs3803662 SNP’lerinin belirlenmesi i¢in PZR-RFLP

yontemi kullanildi.

Bulgular: Yapilan analiz sonucunda, 98 hastanin FGFR2 genotip dagilimi CC
(wildtype), CT (heterozigot) ve TT (polimorfik) genotipleri icin sirasiyla, %39.8
(n=39), %49 (n=48), %11.2 (n=11) olarak bulundu. TNRC9 genotip dagilimi ise CC
(wildtype), CT (heterozigot) ve TT (polimorfik) genotipleri icin sirasiyla, %41.8
(n=41), %49 (n=48), %9.1 (n=9) olarak bulundu. Hastalar ve kontrol grubu arasinda her
iki polimorfizm igin genotipik farklilik gdzlenmedi (p>0.05). Ostrojen reseptdr
durumuna gore hastalar karsilastirildiginda her iki polimorfizmde T allel siklig1 dagilimi
acisindan ER pozitif hastalar ER negatif hastalara gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek bulundu (P<0.05). Meme kanseri hastalarinin evre ve grad ozellikleri
arasinda yapilan karsilastirmalarda da genotip dagilimlar1 arasinda anlamli bir farklilik

bulunmada.

Sonu¢: Bu calisma Tiirk meme kanseri hastalarinda, FGFR2 ve TNRC9 gen
polimorfizmlerinin aragtirildigi ilk c¢alismadir. Meme kanseri riski ile FGFR2 ve
TNRC9 polimorfizmleri arasindaki baglantinin daha biiylik populasyonlarda ve daha
ayrintili calisilmast meme kanserine yatkinligi olan bireylerin belirlenmesine 6nemli

katkilar saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, FGFR2, TNRC9, PZR-RFLP



SUMMARY

Purpose: The aim of the study was to determine the rs2981582 polymorphism exists in
FGFR2 gene and rs3803662 polymorphism exists in TNRC9 gene for Turkish breast
cancer patients (n=98) and healthy controls (n=56) and to investigate the relation

between breast cancer risk.

Materials and Methods: In this study, the peripheral blood samples were used which
were obtained from both 98 breast cancer patients and healthy controls whom were
diagnosed in Bursa Ali Osman Sénmez Oncology Hospital. The PZR-RFLP method
was used to determine the rs2981582 polymorphism exists in FGFR2 gene and
rs3803662 polymorphism exists in TNRC9 gene.

Results: According to the analysis that have been made, the genotypic distribution for
FGFR2 of the 98 patients for CC (wildtype), CT (heterozygote) and TT (polymorphic)
genotypes were found to be respectively, % 39,8 (n=39),%49 (n=48) and %11,2 (n=11).
The genotypic distribution for TNRC9 of the 98 patients for CC (wildtype), CT
(heterozygote) and TT (polymorphic) genotypes were found to be respectively, % 41,8
(n=41), %49 (n=48) and %9,1 (n=9).No genotypical difference was observed for both
polymorphisms between patients and healthy controls (p>0,05). As the patients were
compared according to ER status, for both polymorphisms, statistically ER positive
patients were more significant than ER negative patients according to T allel frequency
(P<0.05). No signicant difference was observed between the genotypical distrubution

during the comparation of stage and grade characteristics of breast cancer patients.

Conclusion: This is the first study investigating the FGFR2 and TNRCY9 gene
polymorphism in Turkish breast cancer patients. Studying the relation of the breast
cancer risk and FGFR2 and TNRC9 polymorphisms on bigger populations in a more
detailed way can greatly help to determine the people who have breast cancer

susceptibility.

Key words: Breast cancer, FGFR2, TNRC9,PCR-RFLP
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanserli hastalarin yaklasik % 10’nun ailesinde ¢oklu meme kanseri
hikayesi vardir ve yatkinlik allelleri kalitsaldir. Yaklagik dortte birinin BRCA1 ve
BRCA2 genlerinde germline mutasyon tanimlanmustir. Iki gende yiiksek risk yatkinlik
genleri olarak tanimlanmistir. BRCA1 ve BRCA2 genleri disinda TP53, PTEN, STK11,
CDHI, NF1, NBN genleri de meme kanserinde yiiksek risk yatkinlik genleridir. Fakat

bu genlerdeki mutasyonlar sadece birkag ailesel meme kanserinde agiklanmistir (57).

Orta risk yatkinlik genlerinde ise ilk tanimlanan CHEK2 geni olmustur. CHEK?2
genindeki mutasyonlarin yayginligi populasyonlar arasinda farklilik gostermesine
ragmen siklig1 meme kanseri ailelerinin %5’inde tanimlanmistir. ATM, BRIP1, PALB2
ve RADSO0 ise diger orta risk yatkinlik genleridir. Bu genlerdeki mutasyonlar meme
kanseri riskini 2-3 kat arttirir ve ailesel meme kanserlerinin %1’inde her ii¢ gendeki

mutasyonlar tanimlanmistir (57).

FGFR2, TNRCY9, MAP3K1, LSP1 genleri ise 2007 yilinda yapilan genom
caligmasinda diisiik penetrans yatkinlik genleri olarak tanimlanmistir. Yapilan birgok
calismada bu genlerde bulunan SNP’ler meme kanseri ile iligkili bulunmustur. Diisiik
yatkinlik genlerindeki mutasyonlarin, meme kanserlerinin biiyiik ¢ogunlugunu olusturan
sporadik meme kanserlerinin olusumunda rol aldig1 diisiiniilmektedir. Diisiik penetrans
yatkinlik genlerindeki varyantlarin frekansi genel populasyonda yiiksek penetrans
genlerinde oldugundan daha yiiksektir. Yapilan ¢aligmalarda meme kanseri riski ile
iligkilendirilen SNP’ler arasinda istatistiksel olarak en giiclii iliski FGRF2 rs2981582 ve
TNRC9 rs3803662 SNP’leri olmustur.

Bu bilgiler 1s181inda ¢alismamizda meme kanseri tanisit almis hastalarda FGFR2
rs2981582 ve TNRCO rs3803662 SNP’lerinin meme kanseri riski ile iliskisinin olup

olmadigini belirlemek amaglanmastir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri, gerek gelismis gerekse gelismekte olan iilkelerde kadinlarda en
stk goriilen kanserdir. Kadinlarda kanser nedenli 6liimler arasinda akciger kanserinden
sonra ikinci sirada gelmektedir. American Kanser Birligi 2008 tahmini verilerine gore,
ABD’deki olgu sayis1 182.460 olup, meme kanserinden 6len kadin sayis1 40.480 olarak
bildirilmigtir (26). 2006 yili verilerine gore Avrupa’da 429.900 meme kanseri tanisi
konulmus olgu bildirilmis ve bunlardan 131.900’i meme kanserinden 6lmiistiir. Meme
kanseri tim kanser olgularinin %13.5’ini olusturmaktadir. Avrupa’da yeni kanser

olgularinin toplam sayisinin 2004’den beri 300.000 kadar arttig1 bildirilmistir (18).

Diinya Saghik Orgiiti (WHO) tarafindan Tiirkiye’deki kadinlarda meme
kanserinin 2002 yilinda en sik rastlanan kanser tiirii oldugu ve 2005 yilinda da en ¢ok
oliime sebebiyet veren kanser tipi oldugu on gériilmiistiir (Sekil-2.1.) (29). Ulkemizde
henliz diizenli bir meme kanseri kayit programi olmadigindan, kesin sikliginin
belirlenmesi glictiir. Ancak mevcut verilere gore, dogu bolgelerimizde 20/100.000, bati
bolgelerimizde ise 40-50/100.000 oraninda bir sikligin oldugu tahmin edilmektedir. Bu
siklik  farki, Tirkiye’nin batisindaki yasamin  Avrupa’dakine benzerliginden

kaynaklanmaktadir (50).
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Sekil- 2.1. Diinya Saghk Orgiitii’niin 2002-2005 Tiirkiye raporu (27)

Her ne kadar giiniimiizde teshisi konulan vaka sayis1, 1960°1n sonlarindakinin 3
kat1 kadar olsa da, son 10 yilda 6liim orani beste bir oraninda azalmis ve 2007 yili
itibariyle azalmaya devam etmektedir. Gegen yilin ilk alti ayinda 1,6 milyon kadin
meme kanserinden dolayr hayatim1 kaybetmistir. Bu rakam 2006 yilinin ayni
doneminden %5 daha diisiiktiir (Sekil-2.1.) (27). Bu durum giinlimiizde artik hastaligin

etkili goriintiileme sistemleri sayesinde erken teshis edilebilmesi ve eskiye gore daha

gelismis tedavi yontemlerinin kullanilmasiyla agiklanabilir (44).

2.2. Meme Kanseri Etiyolojisi

Meme kanseri bayanlarda 6zelikle menopoz sonrasi ortaya ¢ikmaktadir fakat son

zamanlarda menopoz oncesi vakalarda da artig goriilmektedir.




Ortalama menopoz yasi yaklasik 50°dir ve menopoz hemen hemen tiim
kadinlarda 45-55 yaglar1 arasinda goriilmektedir. Meme kanseri de oOzellikle 40—60

yaslar1 arasinda kadinlarda en sik goriilen hastaliktir (8).

Meme kanserinin halen yeni bilgilerin ortaya ¢iktig1 ve gelismelerin yasandigi
olduk¢a genis bir alan oldugu ifade edilmektedir. Bununla birlikte meme kanserinin
hangi nedene bagl olarak ortaya ¢iktig1 tam olarak bilinmemekte, tiim diinyada yapilan
arastirmalar sonucunda bazi 6zelliklere sahip olan kadinlarda meme kanseri goriilme
riskinin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir. Bir¢ok risk faktori ile iligkili olan meme
kanserinin, risk faktorlerinin azalmasina ve artmasina gore, goriilme siklig1 da farklilik

gostermektedir (24).

Meme kanserine neden olan faktorler arasinda Ostrojene maruz kalma siiresi,
iyonizan radyasyona maruz kalma, hareketsiz yasam tarzi, menars ve menopoz yasi, ilk
dogurganlik yasi, yliksek miktarda yag iceren besinlerle beslenme, alkol, sigara, aile
Oykiisti ve genetik yatkinlik (BRCA1, BRCA2 ve diger genlere bagli olan yatkinlik)
sayilabilir (3,5).

2.3. Meme Kanserinin Evrelendirilmesi ve Siniflandirilmasi

Klinisyenler 20. yy baslarinda tiim meme kanserlerinin ayni1 prognozlar
paylasmadigi ve farkli tedavilere ihtiya¢ duyduklarmi fark etmisler, zamanla daha
agresif tiimorleri digerlerinden ayirmada kullanilacak karakteristikler tanimlanmaya
baslamiglardir. 1lk olarak 1904’de Alman hekim Steinhal meme kanserinin iic
prognostik evreye boliinmesini Onermistir. Buna gore 1. Evre memede lokalize olmus
kiiciik tiimorleri, II. Evre aksiler lenf nodlar1 da dahil daha genis tiimorleri, II1. Evre ise
meme ¢evresindeki dokuyu sarmis tiimorleri tanimlamaktadir.

1942°de Haagensen ve Stout (22), Steinthal’in evrelerine tiim viicuda yayilmis
timorleri de ekleyerek meme kanseri igin dort basamakli Columbia Klinik
Siniflandirma Sistemini sunmuslardir. 1956 da Pierre Denoix, Tiimor-Nod-Metastaz

sistemini gelistirmistir (11).



Bu sistem malign tliimorlerin prognoza etkisi olabilecek ana morfolojik
ozelliklerini temel almaktadir. TNM evrelendirmesinde (T) primer tiimoriin bliytkligii,
(N) bolgesel lenf nodu igerigi ve boyutlari, (M) ise uzak metastazlari belirtir. Giiniimiize
kadar TNM sistemi ¢esitli giincellemelerle kullanilmaya devam etmistir (64). Evreler
arasinda prognostik agidan anlamli derecede farkliliklar bulunmaktadir. Bu yiizden bir
klinisyen prospektif olarak evrelerden yola ¢ikarak prognoz tahmininde bulunabilir. Bu
ozelligi ile meme kanseri evrelendirmesi oldukea islevseldir (64). Ornegin evre I-11
hastalarinin sadece %5-12’si tan1 sonras1 10 yil igerisinde hayatin1 kaybederken, evre 111
hastalarinda bu oran %60’a, evre IV de ise %90’a ¢ikmaktadir. Bunun yaninda meme
kanseri evrelendirmesi her evre i¢in uygun tedavi segeneklerini belirlemede de

islevseldir (4).

Meme kanseri i¢in uzun yillar kullanilan histopatolojik siniflandirma artik yerini
genetik simiflandirmaya birakmaktadir. Yapilan mikro-dizi ve immiin histokimya
caligmalar1 sonrasinda meme tiimorleri aktif olan genlerine ve ifade ettikleri hormon
reseptorlerine gore (6r. PR+, ER+, HER2+, {i¢lii negatif vb.) smiflandirilmiglardir. Bu
siiflandirma sonucu olusturulan ‘luminal A, luminal B, HER-2-yiiksek-eksprese, bazal
ve “normal” meme benzeri gruplar ile hastaligin prognozu arasinda ¢ok biiyiik tutarlilik
s0z konusudur (69). Genomik degisiklikler farklilasma derecesi (evre) ile de gii¢lii bir

sekilde ortiismektedir (63).

Lenf nodu metastazi, timor ¢api, histolojik grade ve histolojik tip klinikte rutin
olarak kullanilan prognostik parametrelerdir (54). Buna ek olarak steroid hormon
reseptorleri (Ostrojen ve progesteron reseptorii), molekiiler belirtecler (HER-2/neu,

TP53, c-Myc, RAS) meme kanseri prognozu lizerine etkilidir (10).

AKksiller Lenf Nodu Metastazi

Erken evre meme kanserlerinde aksiler lenf nodu negatif ya da pozitif olsun en 6nemli
prognostik faktordiir. Lenf nodu sayisi ile uzak metastaz yinelemesi arasinda dogrudan

bir iligki bulunmaktadir (40).



National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP) verilerine gore 4
nodal grup bulunmaktadir: negatif nod, 1-3 pozitif nod, 4-9 pozitif nod ve 10 ya da daha
fazla pozitif nod. Aksiller lenf nodu negatif olan hastalarda 5 yillik sag kalim %82.8
iken, lenf nodu 13’den fazla olan hastalarda sag kalim %28.4’e diismektedir (7).

Tiimor Capi
Aksiller lenf nodu varlig1 ve sayisi ile korelasyon gosteren bagimsiz bir prognostik
faktordiir. 1 cm’den kiigiik tiimorii olan hastalarda 5 yillik sag kalim oran1 %99 iken, 1-

3 cm arasi tiimorlerde %89 ve 3-5 cm arasi tiimorlerde ise %86°dir (16).

Tumor Grade

Timorlerin - evrelenmesinde ¢ogunlukla Scarff-Bloom-Richardson (SBR) sistemi
kullanilir. Tiimor hiicrelerinin niikleer 6zellikleri, olusturduklar1 tubulus yapilarinin
orani ve mitoz sayisi 1’den 3’e kadar skorlanarak elde edilen skora gore evre elde edilir.
Toplam skor 3-5 arasinda ise evre I, 6 ya da 7 ise evre Il ve 8 ya da 9 ise evre III tiimor

olarak belirlenir (31).

Histolojik Tip
Giliniimiizde meme karsinomlarinin histolojik siniflamasinda en ¢ok Diinya Saglik

Orgiitii (WHO)’nun &ngérdiigii siniflama kullanilmaktadir (Tablo 2.1) (27).



Tablo 2.1. Meme kanserinin histolojik siniflamasi1 (WHO siniflamasi)

1. In Situ Karsinom

In situ duktal karsinom

In situ lobuler karsinom

2. Invaziv karsinom

Invaziv duktal karsinom
Invaziv lobuler karsinom
Tubular karsinom

Invaziv kribriform karsinom
Meduller karsinom

Musinoz karsinom

Invaziv papiller karsinom
Invaziv mikropapiller karsinom
Apokrin karsinom

Sekretuar (juvenil) karsinom
Adenoid kistik karsinom
Metaplastik karsinom
Noroendokrin karsinom

Inflamatuar karsinom

Histolojik olarak meme karsinomlar1 in situ ve invaziv karsinomlar olmak tizere
iki ana gruba ayrilmaktadirlar. Erken evrede bir tiimoriin, meme i¢inde heniiz olustugu
yerle siirli olmasi in situ veya invaziv olmayan olarak tanimlanir. Benzer bir
yaklagimla, tiimoriin memenin baska kisimlarina yayilmasi ise invaziv veya infiltratif
olarak isimlendirilir. In situ karsinomda kétii huylu epitelyal hiicreler bazal membranla
cevrili iken, invaziv karsinomda neoplastik hiicreler bazal membrani asarak stromaya
yayillma gostermektedirler. Bu nedenle invaziv karsinomlar, lenfatik ve kan damarlarini

gecerek bolgesel lenf diigiimlerine ve uzak organlara metastaz yapabilme kapasitesine

sahiptir.




Meme kanseri memenin disina yayildiginda koltuk altindaki lenfatik nodiiller,
memenin diger lenf nodlari, kemik, karaciger ve akciger en sik goriilen yayilim

yerleridir.

“In situ”, “Ozgiin yerinde” anlamima gelmektedir. Bu tip meme kanserinde
kanser hiicreleri orijinal lokasyonlarinda kaldigi, cevre dokulara ya da daha otelere
metastaz yapmadiklar1 ya da yayilmadiklari i¢in “in situ” ifadesi kullanilmistir. Baslica
iki tip karsinoma in situ bulunmaktadir. Anormal hiicreler lobiil igerisinde
cogaldiklarinda lobiiler karsinom in situ olarak adlandirilmaktadir. Buna karsin anormal
hiicreler siit kanallarinin i¢inde ¢ogaldiklarinda duktal karsinom in situ olarak

tanimlanmaktadir.

Invaziv meme kanseri ise iki tip meme kanseri iginde en ciddi olanidur.
Lobiillerin ya da kanallarin icindeki anormal hiicreler ¢evre meme dokusuna
yayilldiginda ortaya cikmaktadir. Bu siire¢ kanserin lenf diiglimlerine, daha ileri
evrelerde ise karaciger, akciger ve kemik gibi alanlara yayilmasini olanakli kilmaktadir

(23).

Invaziv duktal karsinom, invaziv meme karsinomlarinin en sik goriilen tipidir
(%70-80). Herhangi bir 6zel tip morfoloji gdstermeyen tiim invaziv karsinomlar bu

gruba almir (32).

Invaziv lobular karsinom, tiim invaziv meme karsinomlarmm %5-15’ini

olusturmaktadir ve hormon replasman tedavisi alan kadinlarda daha sik goriiliir (32).

2.2. Meme Kanseri Genetigi

Meme kanseri ve diger maligniteler hiicre biiylimesi ve gelisimine katilan
onemli hiicresel yollar1 etkileyen genetik degisimler ile cok adimli bir islem sonucu

ortaya cikar.



Cogu genetik degisimler sadece kanserli dokudaki kanser hiicrelerinde
gozlenirken, daha az siklikla da olsa germ hiicrelerindeki genetik degisimler ile ortaya
cikan maligniteler kalitsal 6zellik tasirlar. Genomdaki bu kalitsal veya kalitsal olmayan
genetik degisimler, bazi 6zel hiicresel genlerin degisimleri ile iliskili bulunmustur.
Bunlar onkogenler olarak isimlendirilirler ve protoonkogenlerden tiirevlenirler. Proto-
onkogenler normal hiicre biiylimesi ve farklilasmasi i¢in dnemli olan bazi proteinlere ait
kodlar igerirler. Eger bir mutasyon sonucu proto-onkogenin yapist degisirse olusan
hasar, genin dolayis1 ile gen iirliniin yapisinin degismesine neden olur ve ¢esitli yollarla
hiicre boliinmesinin  kontrolii ortadan kalkarak malignite gelisebilir. Kanser
olusumunda, onkogenlerden baska onemli ikinci bir gen grubu tiimor-baskilayici
genlerdir. Bu iki gen grubu kanserojenezde birbiriyle zit etkilidir. Onkogenler habis
transformasyona neden olurken tiimor baskilayici genler, hiicre biiyiimesinde islev
goren genleri kontrol ederek tiimor olusumunu engellerler. Tiimor baskilayici genlerde
olusan bir hasar, biiyiime kontroliinii ortadan kaldiracagindan kanser olusumu baslar

(12,20).

Onkogenlerin kanser olusumuna katilmasi hakkinda iki one siirim vardir.
Birincisi; onkogenin ifade seviyelerindeki sayisal degisiklikler, ikincisi onkogen
yapisinda meydana gelen degisikliklerdir. Onkogenlerdeki degisiklikler; nokta
mutasyonu, gen delesyonu, kromozomlarda yeni diizenlenmeler, gen amplifikasyonu

(gen ¢ogaltimi) ve insersiyonal mutagenez (yeni DNA katilimi) olarak siralanabilir.

Proto-onkogenler, DNA dizilerindeki sadece bir bazin degismesi (nokta
mutasyon) ile onkogenlere doniisebilirler. Somatik hiicrelerde bu olay anormal gen
iriiniinlin (onkoprotein) sentezine yol acar ve bu {iriin, hiicre boliinmesini ve gelisimini
uyararak kansere neden olur. Kromozomlardaki yapisal degisiklikler proto-
onkogenlerin etkinlesmesini etkileyen mekanizmalardan biridir. Cesitli kanser
tiirlerinde, bir kromozomun her zaman ayni yerinde bir kirik veya translokasyonun
meydana gelmesi o kanser tiirii i¢in ayirici bir 6zellik olarak gézlenir.

Gen amplifikasyonunda ise onkogene ait DNA pargasi ¢ok fazla sayida ¢ogalir
(replikasyona ugrar). Bu islem normal hiicrelerde ya hi¢ gézlenmez ya da seyrek olarak

gozlenir. Kanserli hiicrelerde ise, sik rastlanan bir olaydir.
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Proto-onkogenin amplifikasyonu ayni zamanda ¢ok fazla miktarda gen

tiriinlerinin de (m-RNA ve onkoproteinler) ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (20).

Onkogenler hiicre seviyesinde baskin bir etkiye sahiptir. Bu genler
etkinlestiklerinde tek bir mutant allel bile, bir hiicrenin normalden habis sekile
doniismesine yeterli etkidedir (47). Proto-onkogenlerin iiriinleri, bliylime ve gelismeyi
ilerletici islevlere sahiptirler. Ancak, bunlara zit yonde ¢alisan tiimor-baskilayici genler,

anormal biiylimeyi ve habis gelismeyi engeller (12).

Hem normal hem de kanserli meme dokularinda ¢ogunlukla saptanan bu 6zel
onkogenler RAS, Myc ve CerbB-2 (veya HER2/neu) olarak siralanabilir. Ayrica,
bliylime faktorii reseptorlerinden Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii (EGFR),
CerbB-2 (HER2/Neu), sinyal iletimi ile iliskili ¢ekirdek onkogenleri (c-Fos, c-Mye, c-
Myb ve c-Jun) proto-onkogenleri, RAS, siklinler, sikline bagimli kinazlar (CDK) ve
inhibitorleri (CDKI), steroid reseptorleri (Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii
(PR)), tiimor baskilayict genler (TP53, ATM geni) ve BCL-2 ailesel yatkinlik genleri
BRCA1-2 gibi diger genler meme kanseri iizerinde etki etmektedir (13, 35).

Kanser vakalarmin yaklasik % 5 i, BRCA1-2 gibi kalitimla bir sonraki kusaga
gecen yiiksek penetrans genlerinde meydana gelen mutasyonlar ile olugsmaktadir. Cevre
ve yasam tarzina bagli gelisen, kalitmi daha az olan diisiik penetransli genlerdeki

degisimler sonucu ortaya ¢ikan vakalar kanserin biiylik oranda olusum sebebidir (14).

2.2.1. Diisiik Penetrans Meme Kanseri Yatkinhk Genleri

Meme kanserli hastalarin yaklasik % 10’nun ailesinde ¢oklu meme kanseri
hikayesi vardir ve yatkinlik allelleri kalitsaldir. Yaklasik dortte birinin BRCA1 ve

BRCA2 genlerinde germline mutasyon tanimlanmastir.

BRCA1-2 mutasyonu tasiyan bayanlarin hayat siireleri boyunca yaklasik olarak
% 50-90 arasinda meme kanseri gelisme riski vardir. Bu iki gende yiiksek penatrans

yatkinlik genleri olarak tanimlanmistir.
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BRCA1-2 genleri disinda TP53, PTEN, STK11, CDHI, NF1, NBN genleri de
meme kanserinde yliksek penetrans yatkinlik genleridir. Fakat bu genlerdeki

mutasyonlar sadece birkag ailesel meme kanserinde agiklanmistir (57).

Orta penetrans yatkinlik genlerinde ise ilk tanimlanan CHEK?2 geni olmustur. Bu
gendeki mutasyonlarin yayginlig1 populasyonlar arasinda farklilik gostermesine ragmen
sikligt meme kanseri ailelerinin %5’inde tanimlanmistir. CHEK2 mutasyonu bayan
tastyicilarinin 2-3 kat meme kanseri gelisme riski vardir. ATM, BRIP1, PALB2 ve
RADSO0 ise diger orta penetrans genleridir. Bu genlerdeki mutasyonlar meme kanseri
riskini 2-3 kat artirir ve ailesel meme kanserlerinin %1’inde her ii¢ gendeki mutasyonlar

tanimlanmastir (57).

Diisiik penetrans yatkinlik genlerindeki varyantlarin  frekans1  genel
populasyonda yiiksek penetrans yatkinlik genlerinde oldugundan daha ytiiksektir. Son
yapilan calismalarda FGFR2, TNRC9, MAP3K1, LSP1 diisikk penetrans yatkinlik
genleri olarak tanimlanmistir. Bu genlerdeki bircok SNP meme kanseri riskiyle
iligkilendirilmistir. ~ Genel populasyonda yiiksek penetrans yatkinlik genlerinde
mutasyonlarin nadir goriildiigii ve bu mutasyonlarin 6zellikle ailesel meme kanserlerine
neden oldugu bilinmektedir. Oysa diisiik penetrans yatkinlik genlerdeki mutasyonlarin,
meme kanserlerinin biiyilk cogunlugunu olusturan sporadik meme kanserlerinin
olusumunda rol aldig: diisiiniilmektedir (47). Finlandiya, Isve¢ ve Danimarka’da yapilan
44788 cift ikiz ¢aligmalarina goére meme kanseri hastaliginin %27 si genetik faktorlere
baghdir. Yiiksek penetrans yatkinlik genlerinin bu genetik faktorlerin bir parcasi
olduguna inanilmaktadir, Ayrica modifier gen olarak bilinen diisiik penetrans meme
kanseri yatkinlik genlerindeki polimorfizmlerin, meme kanseri vakalarinda daha ytiksek

pay sahibi oldugu varsayilmaktadir (41).
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2.2.1.1. FGFR2 Geninin Yapisi ve Fonksiyonu

Fibroblast biliylime faktor reseptdr (FGFR) gen ailesi FGFRI (NM_136350),
FGFR2 (NM_176943), FGFR3 (NM_134934) ve FGFR4 (NM 134935) genlerini

kapsamaktadir.

FGFR gen ailesinden olan FGFR2 geni 10923.5-q26 da yer almakta, biiyiikligii
yaklasik 120 kb (kilobaz) olup 20 ekzondan olusmaktadir (Sekil 2.2) (62).

1 3 34 3 [ TRED 11 1213 14 1596ATI8 19
Fgfr2 1 1 ] | 1l LIl 1ill
(I | I i | il AL

~120 kb

wild type

' 54 kb wt
6.2 kb |

Sekil 2.2. FGFR2 gen yapisi

FGFR2 geninin iki alternatif gen Uriinii mevcuttur. Bu iki izoform arasindaki
farklilik, transaktin faktorlerinin etkisi ile olusan alternatif kirpilma ile meydana gelir.
Bu izoformlar, IgIII bélgesinin ikinci yarisini olusturan IIIb (b) ya da Illc (c¢) ekzonik
bolgelerinden birini igermesine gore birbirinden ayrilir (51). Olusan izoformlarin ligant
baglanma ozelliklerine gore ekspresyon gosterdikleri dokular farklilik gostermektedir.
Yapilan aragtirmalar, ¢ izoformunun mezengimal kdkenli hiicrelerde, b izoformunun ise

epitelyal kokenli hiicrelerde eksprese oldugunu gostermistir (48).

FGFR2 gen ailesinin protein yapilart da birbirlerine benzer 6zellikler

gostermektedir. FGFR2 gen iirlinii olan reseptor 135 kD biiyiikliigiindedir.
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Bu reseptor, ekstraseliiler kisimda ii¢ adet immiinoglobulin-benzer bolge (D1,
D2 ve D3), transmembran bolge ve intraseliiler kisimda ise tirozin kinaz bolgesinden

olusur (Sekil 2.4.) (48).

Heparin
baglanma
hiilgesi

+11Ib/1llc

D2

Tirozin kinaz bolgesi

Asidik Bilge

Sekil 2.3. FGFR2 protein yapisi

FGFR2 proteinin fonksiyonu, fibroblast biiylime faktorleri (FGF) ile etkilesim
sonucunda gerceklesir. FGF molekiilleri, embriyo ve yetiskinlerde hiicrelerin
proliferasyonu, farklilagmasi, motilitesi ve apoptozisi ile ilgili bir¢ok hiicresel biyolojik
islevleri yiirtitmektedir (9). Bu molekiiller, 23 iiyesi bulunan FGF protein ailesi (FGF1-
FGF23) igerisinde ele alinmaktadir (48). FGF genlerinden sentezlenen FGF
proteinlerinin hepsi 120 aminoasitten olusan bir kor kismi tasirlar. Bu kor kismi;
heparin ve sindekanlar, glipikan ve perlikan gibi heparan siilfat proteoglikanlarin
(HSPG) FGF molekiillerine baglanmasini saglamaktadir (17). Hiicre yiizeyinde ve
ekstraseliiler matrikste bulunan HSPG molekiilleri, FGF molekiillerinin aktivitesini ve
Ozgiilliigiinii  belirleyici onemli 6zellikleri vardir (51). Ayrica, HSPG’lar FGF
ligantlarin1 termal, proteolitik ve pH bagimli yikimdan koruyarak, bu molekiillerin

stabilizasyonunu saglarlar (48).

FGFR2 proteininin fonksiyon gorebilmesi i¢in reseptoriin dimerizasyonu
gerekmektedir. Dimerizasyon olayinda ligant-reseptor etkilesimi arasindaki 6zgiilliik
oldukca Onemlidir. Bu 6zgiilliik, reseptdriin N-terminal bolgeleri, FGF ligantlarinin
merkez bolgeleri ve IgIIl (D3) bdlgesinin yapisi ile belirlenmektedir (Sekil 2.4).
Yapilan ¢alismalar, FGF1 ve FGF2 ligantlarinin baglanmasinda FGFR2’nin IglIl (D2)
ve IglIl (D3) bolgelerinin belirleyici rol aldigi anlagilmistir (53). Ayrica memelilerde
yapilan ¢aligmalarda, FGF-FGFR baglanma 6zgiilliigiiniin alternatif olarak kirpilmaya

ugrayan ekzon IIIb ve ekzon Illc bolgeleri tarafindan diizenlendigi belirlenmistir (48).
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Reseptor dimerizasyonu i¢in FGF-FGFR-heparin ii¢lii kompleksinin olusmast
sarttir (52). Bu dimerizasyon fibroblast biiyiime faktdr (FGF) molekiillerinin reseptore
ligant baglanma bolgelerine tutunmalari ile miimkiindiir. FGFR yapisinda bulunan Igll
(D2) ve IglIl (D3) bolgeleri ligandin baglanmasi agisindan onemli bolgelerdir (1).
Ayrica FGFR2 dimerizasyon olayinda HSPG molekiilleri iki adet FGF ligandina
baglanir. Bu baglanma sonucunda iki FGFR arasinda bir koprii olusumu saglanir ki, bu

yap1 reseptorlerin dimerizasyonunu gerceklestirmektedir (Sekil-2.4) (52).

Reseptor dimerizasyonu gerceklestikten sonra tirozin rezidulari otofosforilasyon
mekanizmas1 ile fosforillenirler. Fosforilasyon sonucunda reseptor aktive olur ve

FGFR2 sinyal yolaginin aktivasyonu gergeklesir (48).

Asidik bolge

Heparin baglanma bdlgesi

Hiicre dis1

Transmembran bolge

1] |;n||mnm|m;nmumnmnmmutni{\r B
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] 1] 1
Wi ]

Hiicre ici

Sekil 2.4. FGFR2 dimerizasyonu

Diisiik penetrans genlerinin ¢evresel ve kalitimsal faktorler ile birlesiminin

karsinogenez i¢in 6nemli oldugu belirtilmistir.
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Son zamanlarda; diisiik penetrans geni olan FGFR2, potansiyel bir meme kanseri
yatkinlik geni olarak tanimlanmistir. FGFR2 hiicre biiylimesinde rol oynayan bir

reseptor tirozin kinaz siiper ailesinin liyesidir.

FGFR2 geninin over ekpresyonu meme kanseri hiicre hatlarinda oldugu gibi
meme timor dokularinda da gozlenmemistir. FGFR2 insan memeli epitelyum
hiicrelerini  degistirebilir ve FGFR2 sinyal inhibisyonunu meme tiimor hiicre

proliferasyonunu engeller.

Kadinlart meme kanserine kars1 6nceden hazirlamak igin genetik varyasyonlari
ayirt etme amacgli bir¢ok calismada FGFR2 geninin meme kanseri riskini arttirdigi

gosterilmistir ancak varyantlarin artmis riske nasil doniistiigii bilinmemektedir.

FGFR2 geninin kendisine baglanan regiilator molekiilleri degistirdigi ve daha
fazla gen ekspresyonuna yol ag¢tigt bununda meme kanseri riskini yiikselttigi
bilinmektedir. Kiiclik genetik degisimlerin molekiiler seviyede ne anlama geldigi
konusunda yapilan calismalar FGFR2 geninin degistigi iki spesifik noktada bazi
transkripsiyon faktor diizenleyici proteinlerin daha fazla baglanma egilimi oldugu ve bu
genin ekspresyon yolunu etkiledigi gosterilmistir. Ekstra baglanma yiiziinden daha fazla
FGFR2 proteini mutasyonlu hiicrelerde iiretilmekte ve bu kanser riskini kii¢iilk ama

Oonemli miktarda yiikseltmek i¢in yeterli olmaktadir (46).

Son zamanlarda yapilan genom calismalarinda FGFR2 genindeki intronik
SNP’ler meme kanseri riskiyle iliskilendirilmistir. Bu caligmalarda Avrupa ve Asya
populasyonlarinda FGFR2 geni meme kanseri yatkinlik geni olarak tanimlamistir. Daha
sonra ki bazi ¢alismalar FGFR2’de ki 3 SNP’yi (rs2981582, rs1219648, rs2420946)
meme kanseri riskiyle iligkilendirmistir. Bu iliskiyle ilgili daha kesin bir tahmin elde
edebilmek i¢in 16 yayinlanmis calismadan 46.747 hasta ve 87.342 kontrol grubundan
meta analiz yapilmistir. Bu polimorfizmler wild tiplerle karsilastirildiginda
heterozigotlar ve homozigotlar i¢in anlamli sonuglar gézlenmistir (71).

FGFR2 polimorfizmi ve meme kanseri riski arasindaki iliskiyi bulmak ig¢in
bir¢ok calisma yiiriitilmektedir. Simdiye kadar hi¢bir sayisal sistematik inceleme meme

kanseri ve FGFR2 varyantlar1 arasindaki iliskiye odaklanmamastir.
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2.2.1.2. TNRC9 Geninin Yapisi ve Fonksiyonu

TNRC9 (trinucletide repeat-containing) geni ve kromozom 16q12 bdlgesinde
yer alir. Sekiz ekzona ve 108 kb’lik bir uzunluga sahiptir ve 589 amino asitlik bir

proteini kodlar. TOX3 olarak ta adlandirilmaktadir.

16. kromozomun q kolu meme kanserlerinde siklikla kaybolmaktadir ve bir veya
birden fazla tiimor siipresor genin burada yer alabilecegine dair siipheler
bulunmaktaydi. 16q12°deki rs3803662 SNP’si yeterince tanimlanmamig mRNA nin 4.
ekzonunda yer almaktadir. TNRC9 geninin fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir.
HMG box motifini igermekte ve transkripsiyon faktorii olarak rol oynadigi
disiiniilmektedir. Ve meme kanserinin kemige metastazinda gorev almaktadir.
TNRC9’un artmis ekspresyonu meme kanserinin kemik metastazi igin belirtectir.
Dikkat cekici derecede Ostrojen reseptdr pozitif tiimorler diger yerlerden ¢ok kemige
metastaz etme egilimindedir; Ostrojen reseptdr pozitifligi kemik metastaz belirteci
olarak bilinen en kuvvetli histopatolojik belirtegtir. TNRCY, 0strojen reseptor
pozitifligi, kemik metastaz1 ve rs3803662 arasindaki iliski aciga kavusturulmayi

beklemektedir (66).

Son zamanlarda yapilan genom ¢alismalarinda TNRC9 geninde yer alan SNP’ler
meme kanseri riskiyle iligkilendirilmistir. Bunlar arasinda rs3803662, istatistiksel olarak

en giiclii iliskiyi gésteren SNP’dir.

2.5. Genetik Polimorfizm Kavram

2001 yilinda insan genom projesinin tamamlanmasiyla iki insan genomu
karsilastirildiginda genomlar1 arasinda %99.9 benzerlik oldugu kanitlanmastir.

Geriye kalan % 0.1°lik fark, tek niikleotid polimorfizmi (SNP) olarak bilinen ve
bireysel genotip ve fenotipik degisikliklerin sorumlusudur. Toplumda %1’den daha
yiiksek siklikta bulunan genetik cesitlilik tipi ya da gen se¢enekleri polimorfizm olarak

tanimlanir.
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Insan genomunda en ¢ok bulunan genetik ¢esitlilik tipi, tek niikleotid
polimorfizmleridir. insan genomunda her bin niikleotidde bir SNP bulunmaktadir.
Polimorfizmlere mutasyonlardan daha sik rastlanir. Genetik polimorfizmler, tipta bazi
hastaliklara kars1 duyarlilikta kisisel farkliliklart belirlememizi saglar. Bazi gen
polimorfizmleri bir hastalik riskini arttirirken bazilar1 azaltabilmekte, bazi polimorfik

alleller ise yalnizca ¢evresel bir faktoriin etkisi altindayken riski etkileyebilmektedir.

2.5.1.Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

RFLP, polimorfizm ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. PZR
ile cogaltilan DNA molekiilii, uygun bir Restriksiyon enzimi (RE) ile kesilerek jelde
yiriitiiliir. Ethidium bromide ile boyanarak kesilen DNA fragmentleri goriiniir hale
getirilir. Restriksiyon enzimleri DNA molekiiliinde spesifik tanima dizilerine sahiptir.
DNA molekiiliinde kalitimdan veya yeni bir mutasyondan kaynaklanan dizi, spesifik
kesim bdlgelerinin kaybolmasina veya ortaya ¢ikmasina sebep olacaktir. Restriksiyon
enzim tanima bolgeleri 4-8 baz uzunlugunda olabilir. RFLP tekniginde birkag yiiz

enzim tanima sansi oldugu i¢in, verilen DNA fragmentinin genis analizi miimk{in olur.

En basit DNA polimorfizmi tek baz degisikligidir. Restriksiyon fragment
uzunluk polimorfizmi (RFLP), DNA’y1 restriksiyon enzimi ile parcalara ayirarak
incelenmesine olanak taniyan bir yontemdir. DNA polimorfizmlerinin ¢ogunu tek baz
cifti degisimleri olusturur. Bunlar restriksiyon enziminin tanima bdlgesi olusturan
degisimlerdir. Enzimin iki tanima bolgesi arasindaki delesyon veya insersiyon enzim
kesimiyle olusan fragmentlerin boylarindaki farkliliklar restriksiyon fragmentlerinin

uzunluk polimorfizmi (RFLP) olarak isimlendirilir.
RFLP’ler tek niikleotid degisimlerinden ¢ok delesyon veya insersiyondan dolay1

da olabilir. Eger iki restriksiyon bolgesinde DNA fragmenti delesyon veya insersiyona

ugramissa restriksiyon fragmentlerinin boylar1 farkli olacaktir (49).
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RFLP, insan genomunda her 1 kb’da bir tek gen polimorfizmi gostermek
amaciyla kullanilir. Tek niikleotid polimorfizmleri genetik haritalar icin belirleyici
olabilir. Kompleks hastaliklardan sorumlu belirli genlerin kalitimini incelemek icin tek

niikleotid polimorfizmlerine gerek vardir.

DNA sarmali 0zgiil restriksiyon enzimleri ile kesildigi zaman farklhi
uzunluklarda fragmentler olusur ve bu fragmentler, elektroforetik davranislarindaki

farkliliklar ile jel elektroforezinde gozlemlenebilirler (49).

2.3.2. Polimorfik Markirlarin Genotiplemesinde PZR’nin Kullanimi

Tek niikleotid polimorfizmleri Southern blot ile ortaya konabildigi gibi,
polimeraz zincir reaksiyonunun ardindan restriksiyon enzim kesimi ydntemi
kullanilarak da belirlenebilir. Bunun i¢in polimorfik bolgeyi i¢ine alan primerler
kullanilarak PZR araciligiyla bolge cogaltilir. Uygun restriksiyon enzimi ile PZR
lrlinliniin kesiminin ardindan elde edilen fragmentler agaroz jel elektroforezinde

yiriitiiliir ve analiz edilir (Sekil-2.5) (67).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), herhangi bir DNA Orneginde istenen
bolgenin ¢ogaltilmasini saglayan hizli bir in vitro yontemdir. PZR, elde bulunan DNA
orneklerinde secici olarak istenen bolgenin ¢ogaltilmasini sagladigr i¢in, cogaltilacak
bolge hakkinda onceden bilgi sahibi olunmasini gerektirmektedir. Bu bilgi, istenen
bolgeyi cogaltmak icin gereken, 15-25 niikleotid arasinda degisen uzunluklarda bir ¢ift
primerin belirlenebilmesi i¢in sarttir. Denatiire edilen kalip DNA igerisine primerler

eklendikten sonra, bu primerler tamamlayici dizilerine baglanirlar.
Uygun bir polimeraz enzimini ve dort ¢esit deoksiniikleozid trifosfattan (dATP,

dCTP, dGTP, dTTP) yeterli miktarda bulunmasi halinde, primerler hedef DNA’nin

komplementerinin sentezlenmesini saglarlar (67).
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Allel 1 S St
Allel 2 -
ﬂ {1} Amplifikasyon
ﬂ {2) PZR iiriiniiniin restriksiyon enzimi ile kesimi
ﬂ (3) Jel elektroforezi ile fragmentlerin aynilmasi
a+b — b
a _—
b b
Alleller 1,1 22 1,2

Sekil 2.5. Polimorfik markirlarin genotiplemesinde PZR’nin kullanimi.

(1,1: Wild, 1, 2: Polimorfik, 1,2: Heterozigot)
(Strachan, T., Read, A.P., 1999, Human Molecular Genetics 2, 2nd Edition, BIOS Scientific Publishers,
Ltd., Oxford, UK, den modifiye edilerek alinmistir.)

PZR, bir zincir reaksiyonudur ¢iinkii yeni sentezlenen DNA dallar1, ardisik
dongiilerde sentezlenecek diger DNA’lar icin kalip gorevi yapmaktadirlar. Is1 ile
bozulmayan polimeraz enzimlerinin kullanimi gerekmektedir ve 1s1 degisimlerine

dayanan ii¢ temel basamaktan olusmaktadir:

1. Denatiirasyon : Yaklasik 93-95 °C’de gerceklesir. DNA tek dal haline gelmektedir.
ii.Baglanma : 50-70 °C arasinda gergeklesen ve primerlerin hedef DNA’ya
baglanmasinin gergeklestigi basamaktir.

iii. Uzama : 70-75 °C arasinda gergeklesir ve yeni DNA dallarinin elde edildigi
asamadir (67).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda molekiiler yontemler, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Arastirma laboratuarlarinda, histopatolojik
degerlendirme ise Bursa Ali Osman Sonmez Onkoloji Hastanesi Patoloji

laboratuarlarinda gergeklestirilmistir.

Elde edilen DNA o6rneklerinde FGFR2 ve TNRC9 genlerine ait rs2981582 ve
rs3803662 polimorfizmleri; Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Restriksiyon Fragment
Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) teknikleri kullanilarak incelenmistir. Hasta ve kontrol
gruplarinda genotip ve allel dagilimlar istatistiksel analizle incelenmis ve hastalik

gelisiminde risk olusturup olusturmadiklar tespit edilmeye ¢alisiimistir.

3.1 Gerecler

3.1.1. Ornekler

Bu calismada Bursa Ali Osman S6nmez Onkoloji Hastanesi’ne bagvuran ve
meme kanseri tanis1 almis olgulardan alinan 98 adet kan 6rnegi kullanilmistir. Kontrol
grubu i¢in ise; ailesinde meme kanseri hikayesi olmayan 56 adet saglikli bireyin
periferik kan ornekleri kullanilmistir. DNA izolasyon ve PZR ¢aligmalar1 Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal1 laboratuarlarinda

gergeklestirilmistir.

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Thermal Cycler (PE GenAmp PCR System 9700)

Jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi (Gene Genius)
Yatay jel elektroforez tanki (Consort E844)

Elektroforez i¢in gili¢ kaynagi (EKR)
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Hassas terazi (Setra)

Mikropipetler (1-10ul, 10-100u 1, 100-1000u1 skalasinda) (Eppendorf)
Manyetik karistiric1 (1siticili) (Heidolph)
Mikrosantrifiij (Eppendorf)

Pastor pipeti

Su banyosu (Niive)

Vorteks (Heidolph)

Meziir (100°lik 1000°1ik)

Beher (250°lik, 500°liik)

Deep-freeze (Argelik)

Mikrodalga firin (Argelik)

Buzdolab1 (Argelik)

Falkon tiipti (50°lik)

Ependorf tiipii (1,5 mI’lik)

PZR tiipleri (strip) (Perkin Elmer)
Toplama tiipii (QIAGEN)

Spin kolonu (QIAGEN)

Enjektorliik bidistile su

EDTA’l1 tiip

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Taq DNA polimeraz (Biotools, AppliedBiosystems)
dNTP seti (Biotools)

10XPCR buffer (Biotools)

MgCI2 (PCR igin) (Biotools)

Acil Restriksiyon enzimi (Biolabs)

Bpul0I Restriksiyon enzimi (Biolabs)

Rutin Agaroz (Sigma)

Borik asit (Sigma)

Etanol (95%) (Tekel)

Etidyum Bromiir (Sigma)
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6X Jel yiikleme tamponu (Sigma)

TrismaBase (Sigma)

Proteinaz K (Mobio UltraClean)

Buffer B2 Soliisyonu(Mobio UltraClean)

Buffer B3 Soliisyonu (Mobio UltraClean)

Buffer B4 Soliisyonu (Mobio UltraClean)

Buffer B5 Soliisyonu (Mobio UltraClean)
Molekiiler Weight Marker (Promega, GibcoBRL)

3.1.4. Kullamlan Tamponlar ve Cozeltiler

- %2’lik Agaroz jel hazilanmasi:

6 gram agaroz tartilip bir beher icinde 1XTBE soliisyonu ile 300 ml’ye
tamamlanmis ve mikrodalga firinda %100 lik giigten %10 luk giice kadar kademeli

olarak azaltilarak 5 dakika kaynatilmistir.

- %3’liik Agaroz jel hazilanmasi:
9 gram agaroz tartilip bir beher icinde 1XTBE soliisyonu ile 300 ml’ye
tamamlanmis ve mikrodalga firinda %100 liik giigten %10’luk giice kadar kademeli

olarak azaltilarak 5 dakika kaynatilmistir.

- 20X TBE Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi;

121 gr Tris (1M), 61.7 gr borik asit (1M) ve 7.44 gr EDTA( 20mM) tartilarak,

toplam hacim 1000 ml’e tamamlanarak distile su i¢inde ¢oziindiirtilmiistiir.
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3.2. Yontemler

3.2.1 Periferik Kandan DNA izolasyonu

1. Olgulardan 200 pl taze kan, EDTA’11 tiiplere alindi.
2. Su banyosunun 1s1s1 65°C ye getirildi.
3. Kan ornekleri ve diger malzemeler oda sicakligina getirildi.

4.- 1,5 ml ependorf tiip strafora konulup iizerine protokol numarasi yazildi.

5. 1.5 mI’lik Ependorflara 20 pl Proteinaz K eklendi.

6. 200 pl’lik kan 6rnegi, tiip icerisine eklenip 15 saniye vortekslendi.

7. 65 santigrat derecede 10 dakika inkiibe edildi.

8. 1.5 ml’lik ependorf tiipliniin kapaginda olusan damlaciklarin ependorfun dibine
diismesi i¢in kisa siireli spin attirildi.

9. 200 pul B2 soliisyonu eklendi.

10. Dikkatli bir sekilde tiim karisim ependorf tiiplinden kit ile birlikte gelen filtreli tiipe
(1,5 ml’lik toplama tiipiliniin igerisinde bulunan) aktarildi ve 13.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij yapildi. Filtreli tiip 1,5 mI’lik temiz baska bir toplama tiipii igerisine alindi.

11. Filtreli tiipiin kapagi acilip tizerine 500 ul B3 soliisyonu eklendi. Kapag1 kapatilip
12. 13.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi.

13. Filtreli tiip dikkatli bir sekilde toplama tiipii icerisinden ¢ikarilip, toplama tiipii
icerisindeki filtrat dokiildi. Filtreli tiip tekrar toplama tiipline yerlestirildikten sonra
tizerine 500 pl B4 soliisyonu eklendi.

14. Filtreli tiip kapagi kapatilip 13.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi.

15.Filtratli tip atildi ve filtreli tiip 1,5 ml’lik temiz ependorf tiipleri igerisine
yerlestirildikten sonra iizerine 200 pl B5 soliisyonu eklendi. 65 derecede 5 dakika
inkiibe edildikten sonra 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

16. Filtreli tiip atilip DNA igeren s1v1 ependorf tiipii i¢inde -20°C ye kaldirilda.
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3.2.2. PZR ile Gen Bélgelerinin Cogaltilmas1 ve RFLP Yontemiyle Polimorfizm
Analizi

[zolasyon sonucu elde edilen DNA o6rnekleri FGFR2 ve TNRCY genlerine 6zgii
primerler kullanilarak PZR yontemi ile ¢cogaltildi.

3.2.2.1. PZR’de Kullanilan Kimyasal Maddeler:

DNA Taq polimeraz enzimi (5U/ul) (Biotools)

PZR reaksiyonundaki final konsantrasyonu 2,5 iinite olacak sekilde 50 ul’lik
PZR karigimina 0,2 pl eklendi.

10X DNA Tag PZR Tamponu (Biotools)
Tris-HCI’den 100mM (pH 8,8, 25°C’de), 500mM KCI ve %0,8 Nonidet P40
iceren 10X Taq PZR tamponundan 50 pl’lik PZR karigimina 5 pl eklendi.

MgCl, (25mM/ml, Biotools)
MgCl,’den 50 pl’lik PZR karigimina 4 ul eklendi.

dNTP’ler (100 umol/ml) (Biotools)
25mM’lik ANTP’den PZR karisimina 0.4 pl eklendi.

3.2.2.2 FGFR?2 gen bolgesinin PZR Yontemi ile Cogaltilmast
FGFR2 gen bolgesini ¢cogaltmada kullanilan primerlerin niikleotid dizisi asagida
verildigi sekildedir. Primerler kullanilmadan 6nce sulandirilarak 100pmol/ul’lik stoklar

hazirlandi. PZR’da kullanilmadan 6nce 1 pmol/ul olacak sekilde sulandirildi.

Forward : 5°- GGTGTAAGTCCAATTACGAGGAC- 3’
Reverse : 5° -GGGTAAGTGTGCTGTTCATTCAC- 3’
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FGFR2 geni i¢in PZR bilesenleri asagidaki gibidir:

10xPZR buffer : 5 ul

dNTP mix :0.4 ul
Primer FveR :4 ul
Taq pol :0.2 ul
MgCI2 24 ul
DNA :5ul

Son hacim steril distile su ile 50ul’ye tamamlandi. Taq polimeraz eklendikten
sonra tiip igindeki bilesenler pipetleme islemi ile karistirildi. Ornek sayis1 kadar 0,2
ml’lik tiiplere 45ul PZR karisimi dagitildi daha sonra her tiipe Sul DNA eklenerek
yeniden pipetleme yapildi ve PZR cihazina 6rnekler yerlestirildi. PZR islemi, uygun
program secilerek baslatildi.

FGFR2 gen bolgesinin cogaltilmasi i¢in kullanilan primerlerin baglanma
derecesi 57°C olarak saptandi. Optimize edilmis PZR sartlarn Tablo 3.1°de

gosterilmistir.

Tablo 3.1. FGFR2 gen boélgesi icin kullanilan PZR sartlar

94 °C 2 dakika

94 °C 30 saniye -> Denatiirasyon
57 °C 30 saniye —> Baglanma 35 dongii
72 °C 30 saniye > Uzama

72 °C 5 dakika
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3.2.2.3. FGFR2 PZR Uriinlerinde Restriksiyon Enzim Analizi

Acil Kesim enzimi (10.000 U/ul): (BioLabs R0551S) Acil enzimi 1X NEBuffer 3 ile
birlikte kullanildi. Acil enziminin tanidig1 dizi ve kesim yeri:

5.CrCGC LY

37...G6GC"G ...5Y

3.2.2.4. FGFR?2 rs2981582 polimorfizminin Acil Enzimi ile Kesimi

Tablo 3.2’°de belirtilen miktarlarda kimyasallar kullanilarak toplam hacim 15pul

olacak sekilde su eklenmesi ile kesim islemi gerceklestirildi. Kesim islemi Acil enzimi

icin optimum sicaklik olan 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

Tablo 3.2. Acil enzimi i¢in kesim protokolii

Kimyasallar Miktar (ul)
PZR {iriinii 5
Buffer 1
Acil enzimi 0.5
ddH,O 8.5

3.2.2.5. Kesim Uriinlerinin Kontrolii

Kesim {iriinlerin incelenmesi i¢in %2 lik agoroz jel hazirlanarak ornekler jel
elektroforezinde yiiriitiildii. %2 lik agaroz jel i¢in hazirlanan agaroz mikrodalga firin
kullanilarak yiiksek 1sida 1XTBE soliisyonu i¢inde ¢6ziindiiriildii. Cozeltinin sogumasi

beklenerek icerisine %5°1ik etidyum bromdir eklendi.
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- Elektroforeze baglamadan once tank, taraklar ve jel yatagi temizlenip, tankin
beng¢ iizerindeki dengesi ayarlandi, tarak ve jel kiiveti tanka yerlestirildi,
hazirlanan jel kiivete dokiildii. Jel donduktan sonra tank 1XTBE ¢ozeltisi ile
dolduruldu.

- PCR fiiriiniin tamami alinip, lizerine 6X lik yiikkleme tamponundan 2.5 pl
konarak karistirildi ve jeldeki kuyucuklara yiliklendi. Her jelin ilk ve son
kuyusuna marker yiiklendi.

- Yiikleme islemi bittikten sonra elektrodlar takilarak, 1,5 saat yirtitiildii.

- Elektroforez tamamlandiktan sonra jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi

ile incelenerek goriintiisii alindi.

3.2.2.6. TNRCY gen bolgesinin PZR Yontemi ile Cogaltilmas

TNRC9 gen bolgesini ¢ogaltmada kullanilan primerlerin niikleotid dizisi asagida
verildigi sekildedir. Primerler kullanilmadan once sulandirilarak 100pmol/ul’lik stoklar

hazirlandi. PZR’da kullanilmadan 6nce 1 pmol/ul olacak sekilde sulandirildu.

Forward: 5’-TCATCCAAAGCACCAACTATGAG -3’
Reverse : 5’-TGTTGTCCACAAAGACCACCG - 3’

TNRC9 geni icin PZR bilesenleri agagidaki gibidir:
10xPCR buffer : 5 pl

dNTP mix :0.4 ul
Primer FveR :4pul
Taq pol :0.2 ul
MgCI2 24l
DNA 2S5l
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Son hacim steril distile su ile 50ul’ye tamamlandi. Taq polimeraz eklendikten
sonra tiip icindeki bilesenler pipetleme islemi ile karistirildi. Ornek sayis1 kadar 0,2
ml’lik tiiplere 45ul PZR karigimi dagitildi. Daha sonra her tiipe Sul DNA eklenerek
yeniden pipetleme yapildi ve PZR cihazina ornekler yerlestirildi. PZR islemi, uygun
program secilerek baslatildi.

TNRC9 gen bolgesinin cogaltilmas: i¢in kullanilan primerlerin baglanma
derecesi 57°C olarak saptandi. Optimize edilmis PZR sartlar1 tablo 3.3.’de

gosterilmistir.

Tablo 3.3. TNRC9 gen bolgesi icin kullanilan PZR sartlan

94 °C 2 dakika

94 °C 30 saniye —> Denatiirasyon
57 °C 30 saniye —> Baglanma 35 dongi
72 °C 30 saniye > Uzama

72 °C 5 dakika

3.2.2.7. TNRCY PZR Uriinlerinde Restriksiyon Enzim Analizi

BpulOI Kesim enzimi (5.000 U/ul): (BioLabs R0649L ) Bpul0I enzimi 1X NEBuffer 3

ile birlikte kullanildi. BpulOI enziminin tanidig1 dizi ve kesim yeri:
5..CC"TNAGC....>
3....GG ANT"CG..5’
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3.2.2.8 TNRC9 rs3803662 polimorfizminin BpulO0I Enzimi ile Kesimi
Tablo 3.4’de belirtilen miktarlarda kimyasallar kullanilarak toplam hacim 15pul

olacak sekilde su eklenmesi ile kesim islemi gergeklestirildi. Kesim islemi BpulOI

enzimi i¢in optimum sicaklik olan 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

Tablo 3.4. Bpul0I enzimi i¢in kesim protokolii

Kimyasallar Miktar (ul)
PZR {iriinii 5
Buffer 1
Acil enzimi 0.5
ddH,O 8.5

3.2.2.9. Kesim Uriinlerinin Kontrolii

Kesim firiinlerin incelenmesi i¢in %3’liikk agoroz jel hazirlanarak ornekler jel
elektroforezinde yiiriitiildii. %3’liik agaroz jel i¢cin hazirlanan agaroz mikrodalga firin
kullanilarak yiiksek 1sida 1XTBE soliisyonu iginde ¢oziindiirilmiistiir. Cozeltinin

sogumasi beklenerek igerisine %5’lik etidyum bromiir eklendi.

- Elektroforeze baslamadan once tank, taraklar ve jel yatagi temizlenip, tankin
ben¢ {lizerindeki dengesi ayarlanip, tarak ve jel kiiveti tanka yerlestirilip,
hazirlanan jel kiivete dokiildii. Jel donduktan sonra tank 1XTBE c¢ozeltisi ile
dolduruldu.

- PZR iirlinlin tamami alinip, iizerine 2.5 pl 6X lik yiikleme tamponundan konarak
karistirildi ve jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Her jelin ilk ve son kuyusuna
marker yiiklenmistir.

- Yiikleme islemi bittikten sonra elektrodlar takilarak 1,5 saat yiiriitiildii.
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- Elektroforez tamamlandiktan sonra jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi

ile incelenerek goriintiisii alindi.

3.3. istatistiksel Analiz

FGFR2 rs2981582 ve TNRC9 rs3803662 polimorfizmlerinin hasta ve kontrol
gruplarindaki allel dagilimlart ve meme kanseri gelisimindeki olast riskleri odds ratio
lojistik regresyon analizi (¢oklu degisken analizi) kullanarak hesaplandi. Tiim analizler
icin SPSS 13.0 versiyonu kullanildi. Meme kanseri tiizerinde etkili olabilecegi
diisiiniilen polimorfizmlere iliskin %95 giiven araliklar1 ve anlamlilik diizeyleri

hesaplandi. Uygulanan istatistiksel analizlerde anlamlilik degeri olarak p<0,05 kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Kontrol grubu olarak g¢alismaya ailesinde meme kanseri Oykiisii olmayan 56
kadin dahil edilmistir. Kontrollerin yas ortalamas1 48.3, yas aralig1 26-67’dir. Calisma
grubunda ise Bursa Ali Osman Sonmez Onkoloji Hastanesi’ne bagvuran ve meme
kanseri tanis1 almis 98 olgu kullanilmistir. Hasta grubunun yas ortalamasi 56.8, yas
aralig1 30-83°dir. Calismaya dahil edilen olgularin demografik ve klinik 6zellikleri
Tablo 4.1.’de goriilmektedir.

Tablo 4.1. Olgulara iliskin demografik ve klinik ozellikler

Olgu sayisi Yiizde
(n) (%)

Tiimor karakteristigi
Evre | 21 26
Evre II 32 40
Evre Il ve IV 26 34
Toplam 79 100
Grad 1 16 20,5
Grad 2 35 443
Grad 3 28 35,2
Toplam 79 100
Reseptor durumu
ER pozitif 70 71,5
ER negatif 28 28,5
Toplam 98 100
PR pozitif 81 81,6
PR negatif 17 18,4
Toplam 98 100
Menopoz durumu
Premenopoz 27 28,1
Postmenopoz 69 71,9
Toplam 96 100
Aile dykiisii
Var 11 12
Yok 81 88
Toplam 92 100
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Tiimor karakteristiginin degerlendirildigi 79 olgunun 21’1 (%26) evre I, 32’si
(%40) evre 11, 26’s1 (%44) ise evre 11l yada IV idi. Histolojik grad agisindan olgularin
16°s1 (%20,5) grad 1, 35’1 (%44,3) grad 2, 28’1 (%35,2) grad 3 idi. Olgularin 19’unun
evre ve histolojik grad bilgilerine ulagilamadi (Tablo 4.1).

Ostrojen reseptdrii 70 olguda (%71,5) pozitif, 28 olguda (%28,5) negatif
bulundu. Progesteron reseptorii 80 olguda (%81,6) pozitif, 18 olguda (%18,4) negatif
olarak belirlendi (Tablo 4.1).

Olgularin 27’si (%28,1) premenopozal, 69’u (%71,9) postmenopozal olarak
belirlendi. Olgularin 11’inde (%12) meme kanseri aile dykiisii varken 81’inde (%88) ise
aile dykiisii yoktu. Iki olgunun menopozal durumuna ve 6 olgunun aile dykiisiine iliskin

bilgiye ulagilamadi (Tablo 4.1.).

4.1. PZR-RFLP Analiz Bulgular:

FGFR2 ve TNRCY9 genlerine 06zgii primerler ile belirtilen kosullarda
gerceklestirilen PZR’yi takiben yapilan RFLP sonucunda elde edilen iiriinler agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilmistiir. FGFR2 rs2981582 polimorfizmi i¢in Acil, TNRC9
rs3803662 polimorfizmi i¢in BpulOI enzimi kullanilmistir.

4.1.1. Acil Enzimi Kesim Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kesim islemi yapilmadan once elde edilen PZR f{iriinlerinin bant biiyiikliikleri
352 bg olarak saptanmistir. Acil enzim kesim bdlgesi, rs2981582 polimorfizmi olmayan
(CC) PZR iiriinlerinde bulunmaktadir. Polimorfik (TT) olan bireylerde PZR iiriinleri
kesim sonras1 352 be¢ biiyiikliigiinde tek bant goriiliirken, polimorfik olmayan (CC)
bireylerde 228 ve 124 bg’lik iki bant goriilmektedir. Heterozigot (CT) bireylerde ise
352, 228 ve 124 bg olmak iizere li¢ bant goriilmektedir. Elde edilen jel fotograflar1 Sekil
4.1°de goriilmektedir.
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Sekil 4.1. FGFR2 rs2981582 polimorfizminin Acil Enzim ile Kesim Sonug¢lar1 %
2’lik agaroz jel goriintiisii. (1., 2., 6., 8. ve 9. sira CC homozigot wildtype; 3., 4., ve 5.
sira heterozigot CT; 7. sira polimorfik TT genotipindeki kesim iiriinleri)

4.1.2. BpulOI Kesim Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kesim islemi yapilmadan once elde edilen PZR {iriinlerinin bant biiyiikliikleri
219 bg olarak saptanmistir. PZR {irlinlerinde rs3803662 polimorfizmi yok ise homozigot
(C/C) genotipi i¢in BpulOI enzim kesim bolgesi bulunmaktadir. Polimorfizm olan (T/T)
genotipine sahip bireylerde PZR iirlinlerinde kesim sonrasi 219 bg¢ biiylikliiglinde tek
bant goriiliirken, polimorfizmi olmayan homozigot (C/C) genotipine sahip bireylerde
117 ve 102 bg’lik iki bant goriilmektedir. FGFR2 rs2981582 polimorfizmi igeren
heterozigot (T/C) genotipli bireylerde ise 219, 117 ve 102 b¢ olmak {iizere ii¢ bant
gorilmektedir. Elde edilen jel fotograflar1 Sekil 4.2°de goriilmektedir.
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Sekil 4.2. TNRC9 rs3803662 polimorfizminin Bpul0 Enzimi ile Kesim Sonuclar
% 3’liik agaroz jel goriintiisii. (1., 2., 5., 6., 7. ve 8. sira heterozigot CT; 3. ve 4. Sira
polimorfik TT; 9. sira homozigot wildtype CC genotipindeki kesin iiriinleri)

4.2. FGFR2 rs2981582 ve TNRC9 rs3803662 Polimorfizm Verilerinin Dagilim

Analizi

Kontrol grubuna uygulanan PZR-RFLP yontemi sonrasi genotip bulgular
degerlendirildiginde rs2981582 polimorfizminin CC (wildtype), CT (heterozigot) ve TT
(polimorfik) genotip dagilimi sirasiyla, %57.1 (n=32), %33.9 (n=19) ve %8.9 (n=5)
olarak saptanmistir (Tablo 4.2). Hasta grubunda ise CC (wildtype), CT (heterozigot) ve
TT (polimorfik) genotip dagilimi sirasiyla, %39.8 (n=39), %49 (n=48), %11.2 (n=11)
olarak saptanmistir (Tablo 4.2.).

FGFR2 153803662 polimorfizmi i¢in kontrol grubunda CC (wildtype), CT
(heterozigot) ve TT (polimorfik) genotip dagilimi sirasiyla; %50 (n=28), %44.6 (n=25),
%5.3 (n=3) olarak saptanmistir. Hasta grubunda ise %41.8 (n=41), %49 (n=48), %9.1
(n=9) olarak saptanmistir (Tablo 4.2).
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4.3. FGFR2 rs2981582 ve TNRC9 rs3803662 Polimorfizmleri ile Meme Kanseri

Riski Arasindaki iliskinin Degerlendirilmesi

Genotipleri belirlenen meme kanseri ve kontrol gruplarinin FGFR2 rs2981582
ve TNRC9 rs3803662 polimorfizmleri agisindan genotip dagilimlart karsilastirildi
(Tablo 4.2). Bu karsilastirma sonucunda gruplarin birbirlerinden anlamli derecede

farklilik gostermedigi tespit edildi (P: 0.916; P:0.678).

Tablo 4.2. Meme Kanserli Hasta ve Kontrol Grubunda FGFR2 rs2981582 ve
TNCRY9 rs3803662 Polimorfizmlerinde Genotip Dagilim

Kontrol Hasta
Gen SNP Genotip n=56 (%) | n=98 (%) OR (%95GA) P

CC 32 (%57.1) | 39 (%39.8) 1.00

FGER2 | rs291582 CT | 19(%33.9) | 48(%49) | 0.85(0.61-1.30) | (916
TT 5 (%8.9) 11 (%11.2) 1.13 (0.73-1.54)
cC 28 (%50) | 41 (%41.8) 1.00

TNRC9 rs3803662 CT 25 (%44.6) 48 (%49) 0.98 (0.82-1.35) 0.678
T 3 (%5.3) 9(%9.2) | 1.05(0.92-1.33)

Meme kanserli hastalar ile kontrol grubu arasinda FGFR2 rs2981582 ve TNRC9
rs3803662 polimorfizmleri allel frekanslar1 acgisindan karsilastirildi. FGFR2 rs2981582
polimorfizmi allel frekanslart C alleli i¢in kontrol grubunda %74.1, hasta grubunda

%64.3 ve T alleli i¢in kontrol grubunda %25.9, hasta grubunda %35.7 olarak belirlendi.
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TNRC9 rs3803662 polimorfizmi C alleli i¢in kontrol grubunda %72.3, hasta
grubunda %66.3, T alleli i¢in ise kontrol grubunda %27.7, hasta grubunda %33.7 olarak
belirlendi. Her iki polimorfizm icin kontrol grubu ve hastalar arasinda allel frekansi
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (P:0.62; P:0.78). Elde edilen

sonugclar tablo 4.3°de goriilmektedir.

Tablo 4.3. FGFR2 rs2981582 ve TNRC9 polimorfizmlerinin allel frekanslar

Polimorfizm | Kontrol allel (%) | Hasta allel (%) OR P
(n=112) (n=196) (%95 GA)

FGFR2

rs2981582
C Alleli 83 (%74.1) 126 (%64.3)

0.92 (0.79-1.25) | 0.62

T Alleli 29 (%25.9) 70 (%35.7)
TNRC9

rs3803662
C Alleli 81(%72.3) 130(%66.3) | 0.87 (0.61-1.19) | 0.78
T Alleli 31(%27.7) 66(%33.7)

FGFR2 152981582 polimorfizmi degerlendirilen 70 Ostrojen reseptor (ER)
pozitif meme kanserli hastanin 25’inde (%35.7) CC genotipi, 36’sinde (%51.4) CT
genotipi, 9’unda (%12.8) ise TT genotipi saptandi. ER negatif 28 meme kanserli
hastanin ise 18 unda (%64.7) CC genotipi, 8’inde (%28.5) CT genotipi, 2’sinde (%7.1)
TT genotipi saptand1 (Tablo 4.4). TNRC9 rs3803662 polimorfizmi degerlendirilen 70
Ostrojen reseptor (ER) pozitif meme kanserli hastanin 29’unda (%41.5) CC genotipi,
34’iinde (%48.5) CT genotipi, 7’sinde (%10) TT genotipi saptandi.
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Ostrojen reseptdr negatif 28 meme kanserli hastanin ise 12’sinde (%42.8) CC
genotipi, 14’inde (%50) CT genotipi, 2’sinde (%7.2) TT genotipi saptanmistir (Tablo
4.4). Her iki polimorfizim T allel sikli§1 dagilimi agisindan ER pozitif hastalar ER

negatif hastalara gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 4.5).

Tablo 4.4. Meme Kanserli Hastalarin Reseptor Durumuna Gore FGFR2 rs2981582
ve TNCRY rs3803662 Polimorfizmlerinde Genotip Dagilimi

ER(+) ER(-) PR(+) PR(-)
Gen SNP Genotip Hastalar Hastalar Hastalar Hastalar
n=70 (%) n=28 (%) n=81 (%) n=17 (%)

cc 25(%35.7) | 18 (%64.7) | 38 (%46.9) | 12 (%70.5)
FGFR2 | Rs2981582 cT 36 (%51.4) | 8(%28.5) 43 (53.8) 5 (%29.5)
1 9(%12.8) | 2(%7.1) - -

cC 29 (%41.5) | 12 (%42.8) 34 (%42) 6 (%35.2)
TNRC9 Rs3803662 CT 34 (%48.5) | 14 (%50) 39 (%48) 10 (%58.8)
TT 7 (%10) 2 (%7.2) 8 (%10) 1 (%5.8)

Tablo 4.5. ER Durumuna Gore FGFR2 rs2981582 ve TNCRY rs3803662 Allel

Dagihim Analizi

ER - pozitif hastalar | ER - negatif hastalar
Gen SNP N OR (%95 GA) N OR(%95 GA) P
FGFR2 rs2981582 70 1.41 28 1.07 0.001
(1.21-1.74) (1.01-1.21)
TNRC9 rs3803662 70 1.23 28 1.17 0.015
(1.19-1.31) (0.98-1.32)
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FGFR2 152981582 polimorfizmi degerlendirilen 81 progesteron reseptor (PR)
pozitif meme kanserli hastanin 38’inde (%46.9) CC genotipi, 43’iinde (%53.8) CT
genotipi saptandi (Tablo 4.4). TT genotipine ise bu hastalarda rastlanmadi. PR negatif
17 meme kanserli hastanin ise 12’sinde (%70.5) CC genotipi, 5’inde (%29.5) CT
genotipi saptandi. TNRC9 rs3803662 polimorfizmi degerlendirilen 81 PR pozitif meme
kanserli hastanin 34’tinde (%42) CC genotipi, 39’unda (%48) CT genotipi, 8’sinde
(%10) TT genotipi saptandi. PR negatif 17 meme kanserli hastanin ise 6’sinda (%35.2)
CC genotipi, 10’nunda (%58.8) CT genotipi, 1’inde (%5.8) TT genotipi saptanmustir.
(Tablo 4.4). FGFR2 rs2981582 polimorfizimi T allel sikligi dagilimi agisindan PR
pozitif hastalar PR negatif hastalara gére, TNRC9 rs3803662 polimorfizminde ise PR
negatif hastalar PR pozitiflere gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. PR Durumuna Gore FGFR2 rs2981582 ve TNCRY rs3803662 Allel

Dagihim Analizi

PR - pozitif hastalar | PR — negatif hastalar
Gen SNP N OR (%95 GA) N OR(%95 GA) P
FGFR2 rs2981582 81 1.38 17 1.15 0.01
(1.01-1.58) (1.02-1.34)
TNRC9 rs3803662 81 1.19 17 1.21 0.08
(0.97-1.35) (1.12-1.39)

Evre bilgilerine sahip meme kanseri hastalar1 T allel siklig1 agisindan
karsilastirildi. Bu karsilastirma sonucunda her iki polimorfizm i¢inde evreler arasinda

anlamli derecede farklilik bulunmadig1 saptandi (Tablo 4.7). (P:092, P:079)
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Tablo 4.7. Evrelere Gore FGFR2 rs2981582 ve TNCRY rs3803662 Allel Dagilim

Analizi
Evre | Evre ll Evre lll - IV
Gen SNP N | OR(%95 GA) N OR(%95 GA) N OR(%95 GA) P
FGFR2 | rs2981582 | 21 1.05 1.09 1.12 0.92
(0.96-1.22) 32 (1.01-1.17) 26 (1.07-1.19)
TNRC9 | rs3803662 | 21 1.14 32 1.07 26 1.09 0.79
(1.09-1.24) (0.98-1.19) (1.02-1.13)

Grad bilgilerine sahip meme kanseri hastalar1 T allel siklig1 acisindan

karsilastirild1 (Tablo 4.8). Bu karsilastirma sonucunda her iki polimorfizmde de gradlar

arasinda anlamli derecede farklilik bulunmadigi saptandi. (P:0.79, P:0.73)

Tablo 4.8. Gradlara Gore FGFR2 rs2981582 ve TNCRY rs3803662 Allel Dagihim

Analizi
Grad 1 Grad 2 Grad 3
Gen SNP N | OR(%95GA) | N | OR(%95GA) | N | OR(%95 GA) P
1.17 1.21 1.09 0.79
FGFR2 | rs2981582 | 16 (1.01-1.32) 35 (1.10-1.39) 28 (0.98-1.24)
1.22 1.15 1.19
TNRC9 | rs3803662 | 16 (1.07-1.35) 35 (1.03-1.37) 28 (0.99-1.29) 0.73
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5.TARTISMA

Meme kanserinin halen yeni bilgilerin ortaya ¢iktigi ve gelismelerin yasandigi
olduk¢a genis bir alan oldugu ifade edilmektedir. Bununla birlikte meme kanserinin
hangi nedene bagl olarak ortaya ¢iktig1 tam olarak bilinmemekte, tiim diinyada yapilan
arastirmalar sonucunda bazi 6zelliklere sahip olan kadinlarda meme kanseri goriilme
riskinin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir. Bir¢ok risk faktorii ile iliskili olan meme
kanserinin, risk faktorlerinin azalmasina ve artmasina gore, goriilme siklig1 da farklilik
gostermektedir. BRCA1, BRCA2 ve benzeri birgok genin artan bir yatkinlikta meme
kanseriyle iliskili oldugu bilinmektedir. Ancak meme kanseri insidansinin %5’ bu
yiiksek penetrans mutasyonlar ile agiklanabilmektedir. Bu sebeple diisiik penetrans
yatkinlik genleri meme kanseri riski tahminleri iizerinde anlamli bir etkiye sahip oldugu
diistiniilmektedir (58). Son yillarda yapilan farkli yontemlerin ve farkli hasta gruplarinin
kullanildig1 birgok calismada meme kanseriyle iligkili bircok diisiik penatrans yatkinlik
geninden sz edilmektedir. Bu ¢alismalarin bulgular1 dogrultusunda meme kanseri riski

ile iligkili 1 lokus ve 4 gen tanimlanmuigtir (15).

Calismamiza meme kanseri tanist almis 98 hasta ve 56 kontrol dahil edilmistir.
Calismamizda asil amacimiz meme kanseri tanis1 almis hastalarda FGFR2 rs2981582 ve
TNRC9 1s3803662 SNP’lerinin meme kanseri riski ile iliskisini arastirmaktir.
Ulkemizde her iki polimorfizmin de arastirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Bulgularimiz diger toplumlarda gergeklestirilen benzer c¢alismalarin esliginde

tartisilacaktir.

Iliskilendirme i¢in 2007 yilinda yapilan ¢ok asamali genom taramasi farkli etnik
kokenlerde 4 diisiik penetrans genlerinin giiclii bir sekilde meme kanseriyle iliskili
oldugunu ortaya koymustur (15). Bu ¢alismayla bilinen kansere yatkinlik genlerine 4
meme kanseri geni daha eklemistir (BRCA1 ve BRCA2 gibi). Uluslararasi 15 arastirma
takiminin igbirligi ile yapilan bu ¢aligma, meme kanseri riskini arttiran yeni genleri tim

genomu inceleyerek gosteren ilk calisma olmustur.
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Yatkinlik alellerini ayirt etmek i¢in, Easton ve ekibi 4398 meme kanseri ve
4319 kontrol ile iki asamali iligskilendirme ¢alismasi yapmistir. Bunu {igiincii asama
takip etmis, 21.860 hasta ve 22.578 kontrolde 31 SNP test edilmistir. Bu 31 SNP
arasindan istatistiksel olarak en yiiksek P ve odds ratio degerlerine sahip FGFR2
geninde rs2981582 ve TNRC9 geninde bulunan rs3803662 SNP’leri olmustur (15).

Hemminki ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada FGFR2, TNRC9
ve LSP1 genlerindeki SNP’ler, BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar1 tagimayan 1415 ailesel
meme kanserli hastada ve 1830 kontrolde incelenmistir. Alinan sonuglar Easton ekibin

yaptig1 calisma ile paralellik gostermistir (25).

Gorodnova ve arkadaglar aile 0ykiisii olmayan 140 meme kanserli hasta ve 174
kontrolde FGFR2, TNRC9, MAP3K1, LSP1 ve 8q24 bolgelerinde ki 5 SNP’yi Real-
Time PCR yontemiyle incelemislerdir. En giicli iligki 1.59 kat risk ile FGFR2
rs2981582 bulunurken TNRC9 rs3803662 istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(OR:0.87) (21).

Ostrojen reseptdr pozitif 1049 meme kanserli hasta ve 1.073 kontrol ile 2010
yilinda yapilan bagka bir arastirmada ise Cin populasyonunda TNRC9 genindeki ii¢
SNP’nin (rs3803662, rs12443621, rs8051542) meme kanseri riski ile iliskisi arasinda

anlaml1 bir sonu¢ bulunamamuistir (37).

FGFR2 geninin intron 2 bolgesinde bulunan {i¢ SNP (rs1219648, 1s2420946
ve rs2981582) ile ilgili 2010 yilinda iki meta analiz ¢aligmasi yapilmistir. Bu ¢aligmalar
FGFR2 intronik SNP’lerinin meme kanseri gelisimi i¢in diisiik penetrans risk faktorii

oldugunu gostermistir (71,33).

Chen ve arkadaslarinin yaptigi 25.828 hasta ve 36.177 kontrolii kapsayan 8
calismanin meta analizde meme kanseri riski TNRC9’daki rs3803662 ile
iligkilendirilmistir. Sonug¢ olarak bu meta analiz TNRC9 rs3803662 polimorfizminin
meme kanseri riskiyle anlamli sekilde iliskili oldugunu ve rs3803662 T varyantinin

meme kanseri gelisiminde diisiik yatkinlik risk faktorii oldugunu gostermistir (6).
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Hujits ve arkadaglart 2007 yilinda 1.359 hasta ve 1.207 kontrol ile Hollanda
populasyonunda FGFR2, TNRC9, MAP3K1 ve 8q24 bdlgelerindeki SNP’ler ile
hastalarin  klinik ve patolojik 0Ozelliklerini meme kanseri riski ag¢isindan
degerlendirmislerdir. Yapilan calismada FGFR2 geninde yer alan rs2981582 meme
kanseri Oykiisii bulunan hastalarda anlamli bulunmustur (P=0.005). TNRC9 rs3803662
heterozigot ve mutant tasiyicilarinin 60 yas alti1 hastalarda, 60 yas {istiindekilere gore
daha fazla gorildiglii saptanmistir (P=0.025). Diger klinik 6zellikler, timor
karakteristigi, dstrojen ve progesteron reseptdr durumlar1 ile bu SNP’ler arasinda bir

iliski bulunamamustir (30).

Yapilan ¢aligmalarin amaci bireysel riskte cok kiiclik etkisi olmasi beklenen bazi
polimorfizmlerin tanmimlanmasidir. Varyantlar, arastirilan populasyonlarda yiiksek
frekanslarda cikabilir ve meme kanseri riskinde 6nemli bir etkiye sahiptir ancak siklikla
kontrol gruplarinda da bulunabilirler. Bu genetik varyantlarin fonksiyon ve etkilesimini,
cevresel risk faktorlerini nasil degistirdiklerini anlamak i¢in bunlarin tiimdrogenezdeki
roliiniin karakterize edilmesi gerekir. FGFR2’deki meme kanseri riskinde hasta-kontrol
caligmalar1 sayesinde bir¢ok 6nemli SNP’nin iliskili oldugu tanimlanmistir. Birgok
SNP’nin biyolojik veya fonksiyonel sonuglari daha bilinmiyor olsa da FGFR2
ekpresyonunun artmasina neden olan FGFR2 intron 2 bolgesindeki meme kanseri
yatkinlik SNP’lerinin  (rs2981582, rs1219648) tanimlamasinin sonucu olarak; bu
SNP’lerin transkripsiyon faktorleri olan OCT1, RUNX2 ve C/EBPb’nin baglanma
afitinesini degistirdigi rapor edilmistir (33).

Calismamizda ise Tiirk toplumunda meme kanseri riski ile FGFR2 rs2981582 ve
TNRC9 153803662 polimorfizmleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
bulunmamistir. Genotipleri belirlenen meme kanseri ve kontrol gruplarmnin FGFR2
152981582 ve TNRC9 rs3803662 polimorfizmleri agisindan genotip ve allel dagilimlar
karsilagtirilmistir (Tablo 4.2,4.3,4.4). Karsilastirma sonucunda gruplarin birbirlerinden
anlamli derecede farklilik gostermedigi tespit edilmistir. Sonuglarimizin literatiir
bilgilerinden farkli olmas1 6rnek sayimizin az olmasindan kaynaklaniyor olabilecegini

akla getirmektedir.
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Yapilan caligmalarda rs2981582 ve rs3803662 SNP’lerinde Ostrojen reseptor
durumuna goére meme kanseri riski agisindan farklilik oldugu gosterilmistir. Easton ve
arkadaglarinin 2007 yilinda yaptigit 3 asamali genom iliskilendirme ¢alismasinin
tanimladigina gore 5 bolgedeki SNP’ler meme kanseri ile iligkili bulunmustur. Meme
kanseri riski ve SNP’ler arasindaki iligkinin 20 ¢alismadan alinan 23.000 meme kanserli
hasta ve 26.273 kontroliin i¢inden klinik olarak 6nemli olan tiimor karakteristigi
arasinda degisiklik oldugunu arastirmiglardir. Avrupa ve Asya orijinli vakalar
kullanilmistir. FGFR2 genindeki rs298158 SNP’si ER pozitif hastalarda (OR=1.74)
negatiflere gore (OR=1.08) meme kanseri riskinin daha fazla oldugu goriilmiistiir (19).
Minor allel frekansi toplam meme kanseri riski ve degerlendirilmis 5 SNP arasindaki
iliski i¢in yapilan degerlendirmede degisken genotipli homozigot kadinlarin ER pozitif
tiimor riski genel homozigot genotipli kadinlara gore 1.74 kat daha fazladir. TNRC9
rs3603662 ise diger SNP’ler ile karsilastirildiginda ER negatif hastalarda pozitiflere
gore en giiclii iliskiyi gostermistir. Ayrica PR pozitif, diisiik grad ve node pozitif meme

kanserli hastalar ile gii¢lii derecede bagli bulunmustur (19).

Meme kanseri riskini inceleyen diger bir ¢aligmada; Simon Stacey ve ekibi 1600
meme kanseri hastas1 ve 11.563 kontrolde yaklasik olarak 300.000 SNP’nin genotip
analizini yapmiglardir. Daha sonra segilen polimorfizmleri 5 6rnek replikasyon setinde
test etmisler, hem 2. hem de 16. kromozomda 6strojen reseptor pozitif meme kanserli
hastalarda negatiflere gore meme kanseri riskini arttiran genetik farkliliklar
bulmuslardir. Bu farkliliklardan biri daha once Easton ve arkadaglari tarafindan

tanimlanan TNRC9 geninde bulunan rs3803662 SNP’si idi (66).

Calismamizda elde ettigimiz sonuclar ise literatiir bilgileriyle uygunluk
gostermistir. FGFR2 rs2981582 i¢in ER pozitif hastalarda 1.41 kat risk, ER negatif
hastalarda 1.07 kat risk bulunmustur. TNRC9 rs3803662 icin ise ER pozitif hastalarda
1.23 risk, ER negatiflerde ise 1.17 kat risk bulunmustur. Her iki polimorfizm de T allel
siklig1 dagilimi agisindan ER pozitif hastalar ve ER negatif hastalar arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark gortilmiistiir.
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FGFR2 ve TNRC9 genlerine ait polimorfizmlerin dstrojen reseptdr pozitifligi ile
arasindaki iliski tam olarak agiklanamamis olsa da FGFR2 polimorfizminin, meme
kanserinde Ostrojen reseptorii ekspresyon diizeyiyle iligkili oldugu distiniilmektedir.
Ayrica FGFR2’yi asir1 eksprese eden meme kanseri orijinli hiicre hatlarinda, FGFR
sinyal yolaginin inhibisyonunun, bu hiicrelerde ¢ogalmayi1 engelleyici etkisi oldugu
saptanmistir (42). Bu nedenle, FGFR2 geninin meme kanserinde onkogen benzeri islev
gordiigl diisiiniilmektedir. Meme kanseri hastalarinin evre ve grad 6zellikleri arasinda
yaptigimiz karsilastirmalarda da genotip dagilimlar1 arasinda anlamli bir farklilik

bulunamamastir.

Meme kanseri i¢in aday gen ¢alismalarinin ardindan bu genlerin BRCA1-2 ile
olan iliskisini degerlendiren iki arastirma yapilmstir. ilk calismada FGFR2 rs2981582
minoér allelinin BRCA2 mutasyonu tagtyanlarda, TNRCO rs3803662 allelinin ise BRCA
mutasyonlarindan her ikisini tasiyanlarda meme kanseri riskini arttig1 saptanmistir (2).
Ayse Latif ve arkadaslar1 ise meme kanseri dykiisii olan ancak BRCA1-2 mutasyonlari
tasimayan ve BRCA1-2 mutasyonlarindan herhangi birini tasiyan bireyler arasinda bu
SNP’ler incelenmislerdir. Meme kanseri aile dykiisii olan BRCA2 mutasyonu tasiyan
bireylerde TNRC9 varyantinin meme kanseri ile olan ilgisini onaylamislardir. Minor
allelde heterozigot olan bireylerin artan riski 1.5 kat, homozigotlarda ise 2.5 kat

bulunmustur (36).

Her iki calismada BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarini tagimayan ailesel meme
kanserli hastalarda FGFR2 ve TNRC9 varyantlarinin meme kanseri riskini arttirdigini
gostermistir. Calismamizda hastalarin BRCAlve BRCA2 mutasyonlarina iligkin bilgi
yetersiz oldugu i¢in FGFR2 ve TNRC9 varyantlartyla olan iliskisi aragtirilamamustir.
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Tablo 5.1. Literatiir ile calismamizin populasyon, metod ve hasta-kontrol sayilari

acisindan karsilastirilmasi

Yazar Yil Populasyon Metod Hasta | Kontrol
Easton ve | 2007 | Avrupa Array 21.860 | 22.578
ark.!”

Antoniou  ve | 2008 | Kafkas ve Arap Array 4990 4301
ark. @
Stacey ve | 2008 | Kafkas Array 1.600 | 11.563
ark.®®
Garcia-Closas | 2008 | Kafkas ve Asya Microarray 23.000 | 26.273
ve ark.!"”
Tagman

Latif ve ark.®® | 2009 | Afrika kokenli Amerikan | genotyping 227 373

ve  Avrupa  kokenli | SNP assay

Amerikan
Hemminki ve | 2010 | Alman ve Kafkas 1415 1830
ark (25) MALDI-TOF
Gorodnova ve | 2010 | Rus ve Kafkas RealTime PCR 140 174
ark.@V
Hujits ve | 2010 | Hollandali Array 1.359 1.207
ark.C?
Liang ve | 2010 | Japon Array 1049 1073
ark.®?
*Zhang ve | 2010 | - - 14.628 | 16.319
ark.7"
*Chen ve | 2010 | - - 25.828 | 36.177
ark.©
*Jia ve ark © | 2010 | - - 46.747 | 87.342
Calismamiz 2011 | Turk RFLP 98 56

(*) Meta-analiz ¢aligmasi
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Tablo 5.1’ de FGFR2 ve TNRC9 genlerinde bulunan sirasiyla rs2981582 ve
rs3803662 polimorfizmlerinin meme kanseri ile iliskisinin degerlendirildigi literatiirler
gosterilmektedir. Yapilan c¢alismalarin hepsinde FGFR2 ve TNRC9 genlerine ait
polimorfizmlerin meme kanserinde 6nemli bir risk faktorii oldugunu goOstermistir.
Sonuglarimizin literatiir bilgilerinden farkli olmasi 6rnek sayimizin az olmasindan

kaynaklaniyor olabilecegini akla getirmektedir.
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6. SONUC

Calismamizda meme kanseri tanis1 almis 98 hastanin ve 56 kontroliin FGFR2 ve
TNRC9 genlerinin sirasiyla rs2981582 ve rs3803662 polimorfizmleri RFLP yontemiyle
incelenmistir. Aragtirmadaki asil amacimiz, bu polimorfizmlerin meme kanseri riskiyle

iligkisinin ve Tiirk toplumundaki sikliginin belirlenmesidir.

_ Yaptigimiz bu ¢alismayla TNRC9 ve FGFR2 genlerindeki polimorfizmlerinin meme

kanseri ile olan iligkisi Tiirk toplumunda ilk defa degerlendirilmistir.

_ Calismamizda Tiirk toplumunda meme kanseri riski ile FGFR2 rs2981582 ve TNRC9

rs3803662 polimorfizmleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamastir.

_ Her iki polimorfizimde T allel siklig1 dagilimi agisindan ER pozitif hastalar ve ER

negatif hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

_ FGFR2 15298582 ve TNRCY rs3803662 polimorfizmleri ile hastalarin klinik ve
demografik 6zellikleri ve tiimoriin genel 6zellikleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir birliktelik bulunmamustir.
Sonug olarak, ¢calismamizda hasta sayisinin azlig1 kisithilik kabul edilerek daha

bliylik hasta ve kontrol gruplarinda FGFR2 1rs2981582 ve TNRC9 rs3803662

SNP’lerinin degerlendirmesi 6nerilmektedir.
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