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ABSTRACT

GENETIC and EPIGENETIC CHARACTERIZATION of XRCC2 in
BREAST CANSER

GILANI , Naser
Ph.D. in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
August 2024
92 pages

Breast cancer (BC) is a leading cause of morbidity and mortality among women, with
its development influenced by genetic factors such as mutations in the XRCC2 gene,
a key player in DNA repair via homologous recombination..Specimens were collected
from Zheen International Hospital, located in Erbil, Irag. DNA extracted from these
samples underwent NGS, revealing seven XRCC2 variants with varying pathogenicity
predictions. In terms of pathogenicity, 5 of these mutations were uncertain
significance, 1 of them was likely pathogenic and the other one was likely benign.
Additionally, RNA was extracted, converted to cDNA, and analyzed by qRT-PCR.
The XRCC2 mRNA expression levels were normalized using GAPDH and statistically
analyzed using the 272t method. The study found a significant upregulation of XRCC2
expression in BC tissues compared with normal controls (p<0.05), especially in
patients aged 40-55 years and those > 56 years (p=0.0392 and p=0.0191, respectively),
and in higher BC grades Il and 111 (p=0.0013 and p=0.0051, respectively). Invasive
ductal carcinoma exhibited a notable increase in XRCC2 expression (p=0.0006), also
the current study found a 7% methylation rate for the XRCC2 gene in tumor tissue,
with no indication of methylation in the XRCC2 promoter region. In conclusion, this
study underscores the importance of the XRCC2 gene in BC. It contributes to the
growing body of evidence that XRCC2 could serve as a biomarker for BC risk and

prognosis evaluation

Keywords: Breast cancer, Next-generation sequencing, qRT-PCR , XRCC2



OZET

MEME KANSERINDE XRCC2 GENININ GENETIK ve
EPIiGENETIK KARAKTERIZASYONU

GILANI , Naser
Doktora Tezi, Biyoloji
Damsman: Dr. Ogr. Mehmet OZASLAN
Agustos 2024
92 sayfa

Meme kanseri, homolog rekombinasyon yoluyla DNA onariminda 6nemli bir rolii olan
XRCC2 genindeki mutasyonlarla iligkili genetik faktorlerden etkilenen kadinlar
arasinda 6nde gelen bir morbidite ve mortalite nedenidir.Ornekler Irak'in Erbil
kentinde bulunan Zheen Uluslararas1 Hastanesi'nden toplandi.Bu &rneklerden
ekstrakte edilen DNA'ya NGS uygulandi ve degisen patojenite tahminlerine sahip yedi
XRCC2 varyanti tespit edildi.Patojenite agisindan bu mutasyonlardan 5'inin 6nemi
belirsiz,1'i muhtemelen patojenik, digeri ise muhtemelen iyi huyluydu. Ek olarak RNA
ekstre edildi, cDNA'ya doniistiiriildii ve qRT-PCR ile analiz edildi. XRCC2 mRNA
ekspresyon seviyeleri GAPDH kullanilarak normallestirildi ve 274 yontemi
kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi.Calismada, normal kontrollerle
karsilastirildiginda (p<0,05), Ozellikle 40-55 yas arasi ve 56 yas istii hastalarda
(sirastyla p=0,0392 ve p=0,0191)meme tiimorii dokularinda XRCC2 ekspresyonunda
anlaml bir artis oldugunu bulundu. Ayrica II. ve IIl. evre meme tiimorii ile XRCC2
gen ekspresyonu arasinda anlanmli bir iligki bulundu(sirasiyla p=0,0013 ve
p=0,0051).invaziv duktal karsinomda, XRCC2 ekspresyonu &nemli bir artis tespit
edildi (p=0.0006), ayrica mevcut ¢alisma, XRCC2 promotor bolgesinde herhangi bir
metilasyon belirtisi olmaksizin, tiimor dokusunda XRCC2 geni i¢in %7'lik bir
metilasyon orani buldu.Sonu¢ olarak bu ¢alisma meme kanserinde XRCC2 geninin
oneminin belirtmektedir. XRCC2'nin meme kanseri riski ve prognoz degerlendirmesi

icin bir biyobelirte¢ gorevi gorebilecegine dair artan kanitlara katkida bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, , qRT-PCR, Yeni nesil dizileme, XRCC2.
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BOLUM 1
GIRIS

1.1 Cahismanin Amaci

Meme kanseri, akciger ve prostat kanserlerini geride birakarak tiim diinyada en ¢ok
tan1 konulan kanser haline gelmistir. 2020 yilinda diinya genelinde 2,3 milyon kadina
meme kanseri teshisi konulmustur (Mayrovitz vd, 2022).

Bir kadina yasami boyunca meme kanseri teshisi konma olasilig1 1975 yilinda 11
kadinda 1 iken, bu oran 8 kadinda 1'e yiikselmistir (Altekrusa vd, 2010). Meme kanseri
teshisi konma ihtimali genellikle yasla birlikte artmaktadir (Howlader, 2013). Bununla
beraber meme kanserinden 6liim orani son yillarda erken teshise ve beyaz irkta daha
etkili tedavilere verilen Onemin artmasi nedeniyle azalmistir. Bazi etnik
populasyonlarda 6liim oranlari diismiis olsa da, Afro-Amerikan ve Hispanik nifus
arasinda genel kanser insidansi artmaya devam etmistir (Yedjou vd, 2021).

Kalitsal kanser yatkinlik sendromlari, teshis edilen tiim kanser vakalarinin yaklagik
%5-10'undan sorumludur. Daha 6nceki yillarda, belirli ailelerde kanser kalitiminin
genetik nedeninin belirlenmesi i¢in bazi yiiksek riskli genlerin tek gen analizi
kullanilmistir.  Giinlimziide ise Yeni Nesil Dizileme (NGS) teknolojisinin
uygulanmasi, ¢ok genli panel analizini kolaylastirmakta ve kansere yatkin gen
varyantlarina sahip bireylerin belirlenmesi i¢in klinik uygulamada yaygin olarak
kullanilmaktadir (Tsaousis vd, 2019). En yaygin meme kanseri yatkinlik genleri,
yumurtalik ve pankreas kanseri gelisme riskiyle de iliskili olan BRCA1 ve BRCA2
olmasina ragmen, yeni nesil dizileme (NGS) analizi teknolojisindeki gelismeler, meme
ve yumurtalik kanserlerinden sorumlu BRCA olmayan birka¢ genin daha
kesfedilmesini saglamistir (Yoshida vd, 2021).

Genomik kararsizlik, kanseri etkinlestiren bir 6zellik olmaya devam etmekte ve koti
huylu doniisiimii tesvik etmektedir (Jiang vd, 2021). Genom c¢apinda iliskilendirme
caligmalar1 (GWAS), incelenen bir hedef populasyonda yaygin olan hastaliklarin
genetik risk faktorlerini tespit etmek icin insan genomu boyunca DNA dizilerindeki
farkliliklar1 veya varyasyonlar1 degerlendirmek ve analiz etmek icin faydali olabilir

(Jurj vd, 2020). DNA hasar onarim (DDR) yolaklari, genetik materyalin dogru bir



sekilde aktarilmasini saglamak i¢in gereklidir (Jiang vd, 2020). DDR yolaklariin
degisikliklerinde rol oynayan mekanizmalar temel olarak genetik inaktivasyon ve
epigenetik mekanizmalar1 icermektedir. Karsinomlarin gelisimi ve ilerlemesi, O6-
alkilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT) geninin epigenetik susturulmasi, yanlis
eslesme onarim (MMR) genleri olan MutL homolog 1 (MLH1), MutS protein
homologu (MSH)-2 (MSH2), MSH6 ve PMSI1 homolog 2, yanlis eslesme onarim
sistemi bileseni (PMS2) genlerindeki eksiklikleri, ve meme kanseri duyarlilik geni 1/2
(BRCA1/2) gibi homolog rekombinasyon onarim (HRR) genlerinin mutasyonlari
iceren DDR yolagi sapmalari ile yakindan iligkilidir (Jiang vd, 2020).

X 1511 onarimi ¢apraz tamamlayici 2 (XRCC2/ X-ray repair cross complementing 2)
geninin DNA cift iplik kirilmalarinin homolog rekombinasyon onariminda énemli bir
rol oynadigi bilinmektedir (Sirisena vd, 2019).

Bu ¢aligmada, XRCC2 genini genomik, transkriptomik ve epigenetik yonlerden
inceleyerek meme kanserine yatkinlik varyanti olup olmadigini aragtirmak temel amag
olarak belirlendi. Bu amag¢ dogrultusunda daha 6nce tespit edilmemis meme kanserine
yatkin varyantlar ortaya ¢ikarmak icin ekzom dizilimi analizleri kullanildi. Ayrica,
meme kanseri hastalarinda meme kanseri yatkinlik geni olabilecek XRCC2 gen
ekspresyonu arastirilip ek olarak insan meme kanserinde XRCC2'nin DNA
metilasyonu, patofizyolojik ve prognostik 6nemi baglaminda arastirilmistir.

1.2. Kanser

Kanser, viicudun bazi hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde biiytidiigii bir hastaliktir.
Kanser, trilyonlarca hiicreden olusan insan viicudunun neredeyse her yerinde
baslayabilir (National Cancer Institute, 2021). Kanser, toplumlarda 6nde gelen
morbidite ve mortalite nedeni olarak ortaya ¢ikmistir. (Arnold vd, 2013) Yaklasik her
bes insandan birinin kanserden 6lecegi tahmin edilmektedir (Alberts vd, 2014). Kanser
hiicreleri, ¢ok hiicreli organizmalarin olugsmasinda ve siirdiiriilmesinde en temel hiicre
davranig1 kurallarini ihlal eder. Hayatta kalmak i¢in rekabet eden bakteri gibi serbest
yasayan hiicrelerin aksine, ¢ok hiicreli bir organizmanin hiicreleri isbirligi yapmaya
kararlidir. Davranislarin1 koordine etmek i¢in hiicreler, sosyal kontrol gorevi goren ve
hiicreleri nasil hareket edecekleri konusunda yonlendiren ayrintili bir dizi hiicre disi
sinyal gonderir, alir ve yorumlar. Sonug olarak, her bir hiicre organizmanin saglikli
olabilmesi icin gerektigi sekilde sosyal bir sorumluluk tutumu iginde davranir:

dinlenme, biylme, boliinme, farklilagma veya 6lme gibi evreler planli ve bir diizen



icinde syreden sireglerdir. Bu uyumu bozan molekiiler rahatsizliklar ¢ok hiicreli bir
organizma i¢in 6nemli bir sorun anlamina gelmektedir.

104 den fazla hiicreye sahip bir insan viicudunda her giin milyarlarca hiicre mutasyona
ugrayarak sosyal kontrolleri bozma potansiyeline sahiptir. En tehlikelisi, bir mutasyon
bir hiicreye segici bir avantaj saglayarak, komsularina gore biraz daha giiclii bir sekilde
biiylimesine ve boliinmesine ve daha kolay hayatta kalmasina ve bu sekilde biiyliyen
bir mutant klonun kurucusu olmasina izin verebilmektedir (Alberts vd, 2014).
Kanserlerin ¢ogu tek bir anormal hiicreden kaynaklanir. Ancak bu tek hiicrenin kanser
hiicresi olmasi i¢in zamana ve bagka mutasyonlara da ihtiyaci vardir. Kanser hiicreleri
somatik mutasyonlar icermektedir. Kanser hiicrelerinin DNA dizilerinde, komsu
normal hiicrelerden ayiran bir veya daha fazla paylasilan tespit edilebilir anormallik
vardir ve kanser bu acidan genetik bir hastaliktir. Beklendigi gibi, ¢esitli DNA onarim
mekanizmalarindan birinde genetik bir kusuru miras alan ve hiicrelerinin yiiksek
oranda mutasyon biriktirmesine neden olan kisilerde kanser riski daha yiiksektir.
Ornegin kseroderma pigmentozum hastaligi olan kisilerde, UV 1s18min neden oldugu
DNA hasarini onaran sistemde kusurlar vardir ve bu kisilerde cilt kanseri goriilme
siklig1 biiyiik olclide artmaktadir. Tiimor ilerlemesi, dogal secilimin izledigi rastgele
kalitsal degisimin ardisik turlarini igermektedir (Alberts vd, 2014).

1.2.1. Kanser Siniflandiriimasi

Kanser simiflandirmasi, onkolojik karar vermeyi kolaylastirmak i¢in hastaligin dogru
teshisini ve tiimdr davranisinin tahminini saglamay1 amaglamaktadir (Tsang vd, 2020).
Kanserler geleneksel olarak ortaya ¢iktiklart doku ve hiicre tipine gore siniflandirilir.
Karsinomlar, epitelyal hiicrelerden kaynaklanan kanserlerdir ve insanlarda en sik
goriilen kanserlerdir. Vakalarin yaklasik %80'ini olustururlar, bunun nedeni
yetiskinlerde hiicre ¢ogalmasinin ¢ogunun epitelde meydana gelmesi olabilir. Ayrica
epitelyal dokular, kanser gelisimini destekleyen ¢esitli fiziksel ve kimyasal hasar
bicimlerine maruz kalma olasilig1 en yiiksek olan dokulardir. Sarkomlar bag dokusu
veya kas hiicrelerinde meydana gelir.

Bu iki genis kategoriye de uymayan kanserler arasinda beyaz kan hiicrelerinden ve
bunlarin onciilerinden (hemopoetik hiicreler) tiireyen cesitli 16semiler ve lenfomalar
ile sinir sistemi hiicrelerinden tiireyen kanserler yer almaktadir (Alberts vd, 2014).
Amerika Birlesik Devletleri'nde yaygin olan kanser tiirleri, insidans ve Olim

oranlariyla birlikte Sekil 1.1° de gosterilmektedir. Her genel kategori, spesifik hiicre



tipine, vicuttaki konumuna ve timorin mikroskobik gorinimine gore birgok alt

boliime ayrilmaktadir.
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Kotu huylu timorlere yonelik isimlendirmeye paralel olarak, iyi huylu tumérler igin
de bir isimlendirme bulunmaktadir: 6rnegin bir adenom, glandiiler organizasyona
sahip iyi huylu bir epitelyal tiimor iken; buna karsilik gelen kotii huylu timor tipi ise
bir adenokarsinomdur. Benzer sekilde, bir kondroma ve bir kondrosarkom sirasiyla iyi
huylu ve kétii huylu kikirdak tiimérleridir. Iyi huylu ve kétii huylu timorlerin sembolik
gosterimi Sekil 1.2 de verilmektedir (Alberts vd, 2014).

liimen bazal
lamina

4 N

normal kanal iyi huylu tiimér kétii huylu tiimér

Sekill.2 Iyi huylu (benign) ya da kétii huylu (malignan) tiimérler (Alberts vd, 2014)

1.2.3. Kanser Hucrelerinin Ozellikleri

Kanser olusturmak igin bir hiicrenin evrimlesirken bir dizi anormal 6zellik kazanmasi
gerekmektedir (Alberts vd, 2014). Kanser hicrelerinin en belirgin fenotipi, hicresel
biiylimenin artmasi, anti-proliferatif sinyallere karsi duyarsizlik ve pro-apoptotik
sinyallere verdikleri yamitin giiglii bir sekilde azalmasi nedeniyle kontrolsiiz

cogalmalaridir (Alberghina vd, 2012).

1.2.4. Kanser Genetigi

Kanser genetigi oldukca genis ve verimli bir arastirma alanidir. Son birka¢ on yilda
cok sayida kanser geni tanimlanmis ve karakterize edilmistir (Green vd, 2001). Kanser,
somatik hiicrelerde kalitsal degisikliklerin birikmesine baghdir (Alberts vd, 2014).
Insan kanserlerinde tekrarlayan bir sekilde degisen genler son 40 yilda tanimlanmuistir.
Bu genler, daha iyi ifade edilebilinmesi agisindan, kanserin nedenine veya evrimine
katkida bulunan tiim genler kastedilerek ‘“kanser agisindan kritik genler” olarak

adlandirilmaktadir (Alberts vd, 2014). Kanser agisindan kritik genler, onkogenler,



timor baskilayici genler ve tamir onarim genleri olmak iizere {i¢ genis sinifta

gruplandirilmaktadir (Sekil 1.3).

1.2.4.1. Proto-onkogenler

Normal hcrede, biyolojik sireclerin temel dizenleyici faktorleri olan proto-
onkogenler vardir. Proto-onkogenler buytime faktorleri, htcresel sinyallerin
doniistiiriiciileri  ve niikleer transkripsiyon faktorleri olarak islev gorebilir
(Kontomanolis vd, 2020). Bu genlerde, davraniglarinin kontroliinii veya kodlanan
proteinlerinin yapilandirilma seklini etkileyen degisiklikler, kanser hiicrelerinde etkin
onkogenler olarak ortaya ¢ikabilir. Bu tlir onkogenler olustugunda, hiicre cogalmasini
yonlendirmeye devam eder ve kanser patogenezinde 6nemli bir rol Ustlenirler. Proto-
onkogenlerin aktivasyonuna yol agan fiziksel mutasyonlar iki tipe ayrilabilir:

- kodlanan proteinin yapisinda farkliliklara yol acanlar

- protein ifadesinin diizensizlesmesine neden olanlar (Chaudhry, 2019; Tabel El, 2011)
Bir proto-onkogenin tek bir kopyasinin mutasyona ugrayarak onkogene doniismesi,

bir hiicre lizerinde baskin, biiylimeyi tesvik edici bir etkiye sahiptir (Alberts vd, 2014).
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1.2.4.2 Tiumor Baskilayic1 Genler

Normal hiicrede, onkogenlere ek olarak, hiicrenin normal buylmesinde ve
farklilasmasinda 6nemli rol oynayan ve kanser gelisimini engelleyen tiimor baskilayici
genler vardir. Bir kanser hiicresinin ¢ogalabilmesi veya daha fazla hayatta kalabilmesi
I¢in bir timor baskilayici genin her iki kopyasinin da inaktif durumda olmasi gerekir.
(Kontomanolis vd, 2020). Cesitli timdr baskilayici genlerin insan genomuna yayilmis
olmasi ve gesitli insan neoplazi tiirlerinin ilerlemesinde rol oynamasi beklenmektedir
(Chen ve Podlevsky, 2016).

Degisimle birlikte kansere neden olan aleller genellikle ¢ekiniktir: her zaman olmasa
da siklikla bir etki goriilmeden 6nce diploid somatik hiicrede normal genin her iki
kopyasinin da ¢ikarilmasi veya inaktive edilmesi gerekir (Sekil 1.3) (Alberts vd, 2014).
Her iki durumda da mutasyon dogrudan (hiicrelerin ¢ogalmamasi gerekirken
cogalmasima neden olarak) veya dolayl olarak - Grnegin genetik veya epigenetik
karasizliga neden olarak ve bdylece tiimdr biiylimesini dogrudan uyaran diger kalitsal
degisikliklerin ortaya ¢ikmasini hizlandirarak - kansere yol agabilir.

1.2.4.3. DNA Tamir Genleri

Genomun biitlinliiglinii korumak her hiicre i¢in ¢ok onemli bir gorevdir (Raft, 2003).

Bigok insan kanser hiicresinin anormal derecede hizli bir sekilde genetik degisiklikler
biriktirmekte ve genetik olarak kararsiz olduklari bilinmektedir (Alberts vd, 2014).
Kanser hiicrelerinde gozlemlenen genetik kararsizlik, DNA hasarini onarma veya
cesitli tlirlerdeki replikasyon hatalarin1  diizeltme yetenegindeki kusurlardan
kaynaklanabilmektedir.

Bu degisiklikler DNA diziliminde degisikliklere yol acar ve DNA translokasyonlari
ve duplikasyonlar1 gibi yeniden diizenlemelere neden olur (Alberts vd, 2014).
Degisimi genomik kararsizlikla sonuglanan bu genler, bazen DNA tamir genleri olarak
adlandirilan kanser agisindan kritik genlerin bir alt sinifin1 temsil etmektedir (Alberts

vd, 2014).

1.3. DNA Hasar

Bir organizmanin hayatta kalmasi i¢in ihtiya¢ duydugu genetik kararliligin korunmast,
yalnizca DNA'nin kopyalanmasi i¢in son derece hassas bir mekanizma degil, ayni
zamanda DNA'nin siirekli olarak maruz kaldig bir¢ok tesadiifi lezyonu onarmak igin

mekanizmalar gerektirir (Alberts vd, 2014).
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Tiimor olusumunu tetikleyen genetik kararsizlik, DNA hasar1 ve DNA onarim
mekanizmasi tarafindan yapilan hatalarla beslenmektedir. Bu durum, DNA koruma
sistemlerinin tiimoriin 6nlenmesindeki kilit roliinii vurgulamaktadir (Hoeijmakers,
2001)

DNA hasarlarinin ii¢ ana nedeni vardir:

Birincisi, glines 1s18inin ultraviyole (UV) bileseni, iyonlastirict radyasyon ve ¢ok
sayida genotoksik kimyasal gibi ¢evresel ajanlar DNA yapisinda degisikliklere neden
olur ve bunlar onarilmazsa kanser riskini artiran mutasyonlara yol agabilir.

Ikincisi, normal hiicresel metabolizmanin yan iiriinleri DNA biitiinliigiine iceriden
kalic1 bir diisman olusturur. Bunlar arasinda oksidatif solunumdan kaynaklanan reaktif
oksijen tiirleri (siiperoksit anyonlari, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit) ve lipid
peroksidasyon iiriinleri yer almaktadir (Hoeijmakers, 2001).

Uciinciisii ise, DNA'daki baz1 kimyasal baglar fizyolojik kosullar altinda kendiliginden
pargalanma egilimindedir. Niikleotid kalintilarinin hidrolizi, yapici olmayan abazik
bolgeler birakir. Sitozin, adenin, guanin veya S5-metilsitozinin spontan veya
indiklenmis deaminasyonu, bu bazlar1 sirasiyla yanlis kodlama yapan urasil,
hipoksantin, ksantin ve timine doniistiiriir (Lindahl, 1993).

1.3.1. DNA Hasar1 Tamir Mekanizmasi

DNA hasart cesitli sonuglar dogurmaktadir ve bu sonuglar genellikle olumsuz

olmaktadur. DNA hasar1 ve sonuglari ile ilgili baz1 bilgiler Sekil 1.4° de verilmistir.

11
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Memelilerde kismen Ortiisen en az dort hasar onarim yolu faaliyet gostermektedir.
Bunlar; niikleotid eksisyon onarimi (NER), baz eksisyon onarimi (BER), homolog
rekombinasyon ve ug birlestirme seklindedir (Goodman vd, 2000; Kunkel ve Bebenek,
2000).

Tek iplik kiriklarmin (SSB) replikasyonu sirasinda ve muhtemelen iplik¢ikler arasi
capraz baglarin onarimi sirasinda ya da X-isinlari, kimyasallar gibi dis faktorlerin
etkisiyle olusan DNA c¢ift iplik kiriklar1 (DSB) rekombinasyon mekanizmasi igin
oldukca 6nemlidir (Goodman vd, 2000; Kunkel ve Bebenek, 2000).

1.3.2. Homolog Rekombinasyon

Homolog rekombinasyonun (genel rekombinasyon olarak da bilinir) temel 6zelligi, bir
¢ift homolog dubleks DNA dizisi arasinda, yani niikleotid dizisinde ¢ok benzer veya
ayni olan ¢ift sarmal segmentleri arasinda DNA ipliklerinin degisimidir. DSB'ler
Iyonize radyasyon veya X-isinlari, serbest radikaller, kimyasallar ve bir SSB'nin
replikasyonu sirasinda ortaya ¢ikmaktadir. DSB tespit edildikten sonra, hiicre dongiisii
mekanizmasini durdurmayir ve onarim faktorlerini devreye sokmayi amaclayan
karmasik bir dizi reaksiyon tetiklenir (Zhou ve Elledge, 2000; Khanna ve Jackson,
2001). Homolog rekombinasyon ve ug¢ birlestirme ana onarim modelleridir.
Replikasyondan sonra, ikinci bir 6zdes DNA kopyast mevcut oldugunda, homolog
rekombinasyona yonelim gorulmektedir; aksi takdirde hicreler daha fazla hata

egilimli olan ug birlestirmeye yonlenebilmektedir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5 Homolog rekombinasyon ve ug birlestirme mekanizmalar1 (Hoeijmakers,

2001).

Homolog dizilere iplik invazyonunu tesvik etmek icin, RAD5S0/MRE11/NBS1

kompleksinin 58-38 ekzoniikleaz aktivitesi (ayn1 zamanda ATM fosforilasyonu igin
bir substrat) her iki 38 ucu agiga ¢ikarir. RPA, RADS]1 ile iliskili proteinler XRCC2,
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XRCC3, RAD51B, C ve D' yi igeren bir RAD51 nukleoprotein filamentinin
toplanmasini kolaylastirir (Van Gent vd, 2001; Haber, 2000).

1.4. Kanser liskili Genlerin Mutasyonlar1 ve Tespit Yontemleri

Hem genetik hem de epigenetik mekanizmalar onkogenlerin, tiimor baskilayici
genlerin ve genomik onarim genlerinin islev kazanmasima veya islev kaybina yol
acabilir. Genetik diizeyde nokta mutasyonlari, delesyon-duplikasyonlar, kromozomal
yeniden diizenlemeler, gen amplifikasyonlari, mitotik rekombinasyon vb. buna 6rnek
gosterilebilir.

Epigenetik degisiklikler, bir timor baskilayict geni kalici olarak inaktive etmek veya
bir proto-onkogeni aktive etmek i¢in baska bir dnemli yol saglamaktadir. En yaygin
olarak, gen heterokromatin icine paketlenebilir ve/veya promotorindeki CG
dizilerindeki C niikleotidleri kalitsal bir sekilde metillenebilir. Bu mekanizmalar geni
bir hiicrede ve onun tiim dollerinde geri dondiiriilemez bir sekilde susturabilir.
Kanser genomlarindaki metilasyon modellerinin analizi, epigenetik gen susturmanin
timor ilerlemesinde sik goriilen bir olay oldugunu gdstermektedir ve epigenetik
mekanizmalarin artik ¢cogu insan kanserinde birka¢ farkli tiimor baskilayici genin
inaktive edilmesine yardimci oldugu diisiinilmektedir (Alberts vd, 2014).

Insan genomunun dizilenmesi ve DNA dizileme teknolojisindeki dramatik ilerlemeler
sayesinde resmin tamamini gérmek, yani kanser hiicresi genomlarini biitliniiyle
gdrmek miimkiin hale gelmistir. Bu da hastaliklarin anlagilmasini kolaylagtirmaktadar.
Kanser hiicresi genomlar1 sistematik olarak birka¢ farkli sekilde taranabilir. Bir
taraftan olduk¢a maliyetli, ancak engelleyici olmayan bir sekilde bir tiimoriin tiim
genom dizisi belirlenebilir (Tiim Genom Dizilimi). Diger taarftan daha ucuza, sadece
insan genomunda protein kodlayan 21.000 kadar gene odaklanilabilir (Tiim Ekzom
Sekanslama) (Bruce Alberts, et al.,2014).

Ayrica, tam dizi bilgisine ihtiya¢c duymadan, O6rnegin Karsilagtirmali Genomik
Hibridizasyon teknigi (CGH Array) yoluyla, delesyon ya da duplikasyon gecirmis
bolgelerde genomu arastirmak icin etkili teknikler yer aldigi gibi genom epigenetik
degisiklikler i¢in de taranabilir. Son olarak, gen ifadesi seviyelerindeki degisiklikler,
ozellikle Ger¢ek Zamanli Teknik ile mRNA'larin analizi ile sistematik olarak

belirlenebilir.
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1.5. Meme

Meme, emzirme igin siit liretimini saglayan 6zel islevini yansitan bir organdir (Cimino
vd, 2023).

1.5.1. Disi Meme Anatomisi

Erkek ve kadinlarin meme anatomisi birbirinden farklidir. Kadin gdgiislerinde
emzirmeye yardimc1 olan siit kanallar1 ve glandiiler doku bulunmaktadir. Gogiisler
kadin ve erkek cinsel anatomisinin bir pargasidir. Kadinlar i¢in gogiisler hem
islevseldir (emzirme i¢in) hem de cinseldir (zevk verir). Erkek memelerinin bir islevi
bulunmamaktadir. Meme anatomisinin goriiniir kisimlart meme uglart ve areolalari
icermektedir (Cleveland Clinic, 2023).

Ergenlik doneminde, erkeklik hormonu testosteron genellikle gdgiislerin bir kadininki
gibi gelismesini engeller. Disaridan bakildiginda erkeklerin meme uglar1 ve areolalar
vardir. I¢lerinde gelismemis siit kanallar1 vardir ve glandiiler doku yoktur (Cleveland
Clinic, 2023)

Kadin memeleri, gégsiin 6n tarafinda, sternum ile midaksiller ¢izgi arasinda ve 6n-yan
gbgiis duvarinin ylizeysel kaslarinin iizerinde bulunan 6zellesmis ekzokrin bezlerdir
(McGhee ve Steele, 2020).

Aslinda, memenin fibro-adipoz yapisi, fasiyal katmanlar1 ve ekleri ancak son
zamanlarda ayrintili olarak tanimlanmis ve nicel veriler ve fotografik diseksiyon
kanitlartyla desteklenmistir (Gaskin vd, 2020; Rehnke vd, 2018).

Kadin memesinin, dig deri ve i¢ meme yapilari (fibro-adipoz ve fibro glandiler doku)
dahil karmasik bir dizi anatomik baglant1 ile gégiis duvarina tutturulan ana yapisal

bilesenleri Sekil 1.6'da gosterilmektedir.
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Meme derisi; meme basi, areola ve genel deri Ortiisiinii igeren memenin tiim dis

yiizeyini kapsamaktadir (McGhee ve Steele, 2020).

Meme derisinin derininde bir deri alt1 yag tabakas1 (~0,5-2,5 cm kalinliginda) bulunur
(Gefen vd, 2007). Subkutan yagin altinda, tim memeyi kaplayan ve tiim g¢evresi
boyunca fibr6z meme g¢evresine sikica tutunan ince bir fasiyal tabaka olan "ylizeysel
fasya™ bulunur (Gaskin vd., 2020; Rehnke vd, 2018). Bu ylzeysel fasya, "korpus
mammae" olarak bilinen fibro glandiiler dokuyu tamamen saran karmasik bir iig¢
boyutlu fibroz yag dokusu cikintistnin dis yiizeyidir. Korpus mammae, meme
merkezinin etrafinda yogunlasan, meme basi etrafinda radyal bir sekilde diizenlenmis
glandiiler doku loblarindan olusur (Hassiotou vd, 2013; Huang vd, 2011). Bu loblar
hem lobiilleri (loblarin uglarindaki siit tireten bezler) hem de kanallar (siit gegitleri)
icerir. Kanallar meme ¢evresine dogru uzanir ve meme basi-areolar bolge etrafinda
genisleyerek bir kese olusturur (Gefen vd, 2007; Hassiotou vd, 2013). Olgun haliyle,
korpus mammae lobiilleri ~0,12 mm ¢apinda 10-100 alveol igerir. Alveoller, meme
ucuna agilan bir laktifer siniis (2- 4,5 mm) olusturmak {izere genisleyen bir ana kanalda
birlesen ve doruga ulasan ¢ok sayida kiiciik kanal tarafindan drene edilir (Hassiotou
vd, 2013). i¢ meme yapisinin temel dzellikleri Sekil 1.6' da gdsterilmistir (McGhee ve
Steele, 2020).

Meme kanserlerinin ¢ogu lobiilleri ve terminal kanallar1 olusturan hiicrelerden
kaynaklanir. Bu lobiiller ve kanallar, memenin ¢ogunlugunu olusturan arka plandaki

fibroz doku ve yag dokusu boyunca yayilmistir (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7 Meme Anatomisi (Cimino vd, 2023)

Anatomik olarak, yetiskin memesi gogiis kafesinin iizerinde bulunan pektoralis
kasmin ("gogiis kas1") tizerine oturur. Meme dokusu, sternumun (gogsiin ortasindaki
sert yass1 kemik) kenarindan orta aksiller ¢izgiye (koltuk altinin merkezi) kadar yatay
olarak uzanir. Meme kanseri ger¢cek memenin i¢inde yer almiyor gibi goriinse de bu
aksiller kuyrukta gelisebilecegi i¢in bu olduk¢a onemlidir. Memeden gelen kan
oncelikle i¢ meme arterinden gelir (Cimino vd, 2023). Memenin lenfatik damarlar1 kan
akiginin tersi yonde akar ve lenf diiglimlerine bosalir. Meme kanserleri bu lenf
damarlart araciligiyla lenf diigimlerine metastaz yapar veya yayilir (Sekil 1.8).
Lenfatik damarlarin ¢ogu aksiller (koltuk alt1) lenf diiglimlerine akarken, daha az

sayida lenfatik damar memenin derinliklerinde bulunan i¢ meme lenf diiglimlerine

akar (Cimino vd, 2023).
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Sekil 1.8 Meme Lenf Nodlar1 ve Lenfatik Drenaj (Cimino vd, 2023).
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1.5.2. Meme Fizyolojisi

Kadinlarda meme gelisimi ergenlik doneminde baglar ve dongilisel hormonal
degisiklikler, yag dokusunun ve nihayetinde emzirme icin gerekli olacak duktal
sistemin gelisimini ve ¢gogalmasini tesvik eder. Duktal sistem hamilelige kadar biiyiik

0lciide uykudadir; hamilelik hormonlart memelerde 6nemli degisiklikleri tetikler:

e Ostrojen hormonuna bagli olarak siit kanallarmin gelismesi ve sonugta siitiin
depolanmasi ya da salinmasi

e Progesteron alveolar-lobiiler olusumu uyarir ve siit tiretiminden sorumludur

e Alveolar-lobiiler olusum nedeniyle boyut artisi

e Areolanin koyulagmast

e Damarlarin daha belirgin hale gelmesi (Macdonald, 2017)

Gebeligin ikinci yarisinda prolaktin kolostrum {iretimini tetikler (Laktogenez I) ancak
Ostrojen ve progesteron seviyeleri onemli o6lclde laktasyonu o6nleyecek kadar
yiiksektir. Plasentanin dogumu bu hormonlarda ani bir diisiisii tetikler, bu da ¢ok
yuksek prolaktin seviyelerini bol miktarda laktasyonun (Laktogenez II) baslamasini
tetiklemek icin serbest birakir. Bu asamadan itibaren oksitosin ve prolaktin, siit

uretiminin ve saliniminin sirdirilmesinden sorumlu hormonlardir.

- Emen bir bebek veya gogiis pompasi tarafindan meme ucunun uyarilmasi oksitosinde
bir artisa neden olarak siit salinma refleksine ve bdylece siitiin alveollerden siit

kanallarina hareket etmesine neden olur.

- Bunun sonucunda alveollerin bosalmasi, prolaktinin laktositlerin (alveollerin siit
tireten hiicreleri) duvarlarindaki prolaktin reseptdr bolgelerini aktive ederek daha fazla
stit iretimini tetiklemesini saglar.  Bu mekanizma siit sentezinin bebegin
gereksinimlerini karsilamasini saglar; meme basi ne kadar sik uyarilir ve birakilirsa o

kadar ¢ok st dretilir.

- Erken siit {retimi, prolaktin reseptér bolgelerinin uyarilmasiyla laktositlerin
hazirlanmasina dayanir ve devam eden siit arzi, memenin bosalma derecesi ve

Laktasyon Geri Besleme Inhibitorii (Laktogenez I1I) seviyeleri ile kontrol edilir.
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- Peynir alt1 suyu proteini Laktasyon Geri Besleme Inhibitérii (FIL), siit ¢ikarilmazsa
ve alveoller siserse her memede konsantrasyon olarak artar. FIL, otokrin kontrol

yoluyla slt sentezini inhibe eder ve prolaktinin etkisini antagonize ederek tersine

cevirir (Macdonald, 2017) (Sekil 1.9).

Meme Beyin lliskisi

Hipotalamus

On hipofiz Arka hipofiz

bezi bezi
|
\

Emzirmenin
Geri Besleme - !

inhibitdrii j

Sekil 1.9 Meme Fizyolojisi (Macdonald, 2017)
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1.6. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda en sik teshis edilen kanserdir ve her yil 10 yeni kanser
teshisinin 1'inden fazlasini olusturmaktadir. Diinyada kadinlar arasinda kanserden
Oliimlerin en yaygin ikinci nedenidir. Meme kanseri her zaman sessizce gelisir.
Hastalarin ¢ogu rutin taramalar1 sirasinda hastaliklarint kesfederler. Digerleri ise
tesadiifen kesfedilen bir meme yumrusu, meme sekli veya boyutunda degisiklik veya
meme basi akintisi ile bagvurabilir. Bununla birlikte, mastalji nadir degildir. Meme
kanserini teshis etmek icin fizik muayene, géruntuleme, 6zellikle mamografi ve doku
biyopsisi yapilmalidir. Erken tani ile hayatta kalma orani artar. Tiimor lenfatik ve
hematolojik olarak yayilma egilimindedir, bu da uzak metastaza ve kotii prognoza yol
acar. Bu durum, meme Kkanseri tarama programlarinin Onemini agiklamakta ve
vurgulamaktadir (Mahvi vd, 2018; Narod, 2018; Cain vd, 2019).

1.6.1 Meme Kanseri Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Meme kanseri gelisimi insidansinin artmastyla iligkili faktorlerin belirlenmesi,

kadinlara yonelik genel saglik taramasinda 6nemlidir (Doren vd, 2018). Meme kanseri
i¢in risk faktorleri 7 ana kategoriye ayrilabilir:

1. Yas: kadin populasyonunun ilerleyen yasiyla birlikte yasa bagli meme kanseri
insidans1 artmaya devam etmektedir.

2. Cinsiyet: Meme kanserlerinin ¢ogu kadinlarda goriilmektedir.

3. Kisisel meme kanseri dykiisii: Bir memede kanser oykiisii, karst memede ikinci bir
primer kanser olasiligini artirmaktadir.

4. Histolojik risk faktorleri: Meme biyopsisi ile teshis edilen histolojik anormallikler,
meme kanseri risk faktorlerinin 6nemli bir kategorisini olusturur. Bu anormallikler

lobiiler karsinoma in situ (LCIS) ve tipik olmayan proliferatif degisiklikleri igerir.

5. Ailede meme kanseri Oykusi ve genetik risk faktorleri: Meme kanseri olan
hastalarin birinci derece akrabalarinda hastaliga yakalanma riski 2 ila 3 kat fazladir.
Tiim meme kanseri vakalarmin %5 ila %10'u genetik faktorlere baghdir, ancak 30
yasindan gen¢ kadinlarda vakalarin %25'inden sorumlu olabilirler. BRCA1 ve

BRCAZ2, meme kanserine yatkinligin artmasindan sorumlu en 6nemli iki gendir.

6. Ureme ile ilgili risk faktdrleri: Bir kadmin yasam boyu dstrojen maruziyetini artiran

tireme doniim noktalarinin meme kanseri riskini artirdigi diistiniilmektedir.
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Bunlar arasinda 12 yasindan 6nce menarsin baglamasi, 30 yasindan sonra ilk canli

dogum, nulliparite ve 55 yasindan sonra menopoz sayilabilir.

7. Ekzojen hormon kullanimi: Terapdtik veya tamamlayict Ostrojen ve progesteron
cesitli durumlar i¢in alinmaktadir; en yaygin iki senaryo menopoz oncesi kadinlarda

dogum kontrolii ve menopoz sonrast kadinlarda hormon replasman tedavisidir

(Alkabban vd, 2018).

1.6.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser olup, kadin kanserlerinin %30'unu
olusturur. Meme kanseri, mortalite/insidans oran1 %15 olan, molekiiler diizeyde
heterojen bir sendromdur. Meme kanseri goriilen kadinlarin yaklasik %10' unda ailede
hastalik dykiisti vardir (Karim vd, 2023). Meme kanseri, her yil yaklasik 2,3 milyon
yeni vakanin tanimlanmasiyla diinya c¢apinda kadinlar arasinda en sik goriilen
malignitedir (Arnold vd, 2022). 2000 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde meme
kanseri goriilme siklig1 azalmaya baglamistir. Bu azalma, kadinlar tarafindan hormon
replasman tedavisinin (HRT) daha az kullanilmasindan kaynaklaniyor olabilir. HRT
ile artan meme kanseri riski arasinda bir baglanti oldugu 6ne siiriilmiistiir. Daha biiyiik
diisiisler 50 yasindan gen¢ kadinlarda meydana gelmektedir. 2008 yilinda diinya
genelinde tahmini 1,38 milyon yeni invaziv meme kanseri vakasi goriilmiistiir. 2008
yilinda kadinlarda meme kanseri goriilme siklig1 Dogu Afrika'da 100.000'de 19,3 vaka
ile Bat1 Avrupa'da 100.000'de 89,9 vaka arasinda degismektedir. Erken teshis ve
tedavideki onemli ilerlemeler sayesinde, meme kanserinden Gliim oranlart Kuzey
Amerika ve Avrupa'nin bazi bolgelerinde son 25 yilda azalmaktadir. Ancak bir¢ok
Afrika ve Asya iilkesinde (6rnegin Uganda, Giiney Kore ve Hindistan) meme
kanserinden 6liim oranlari artmaktadir. Meme kanseri insidans orani yagla birlikte
artmakta, 20-24 yas arasi kadinlarda 100.000'de 1,5 vakadan 75-79 yas arasi
kadinlarda 100.000'de 421,3 vakaya ulagsmaktadir; yeni vakalarin %95'1 40 yas ve lizeri
kadinlarda goriilmektedir. Meme kanseri teshisi sirasinda kadinlarin ortanca yasi
61'dir. Amerikan Kanser Dernegi'ne (AKS) gore, ¢esitli irk ve etnik gruplardan
kadinlar arasinda meme kanseri oranlar1 asagidaki gibidir:

- Hispanik olmayan beyaz: 128.1/100.000

- Afrikali Amerikan: 124.3/100.000

- Hispanik/Latin: 91.0/100.000

- Amerikan Kizilderili/Alaska Yerlisi: 91.9/100.000
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- Asyali Amerikali/Pasifik Adali: 88.3/100.000. (Parada vd, 2019; White AJ vd, 2018;
Gucalp vd, 2019).

1.6.3 Meme Kanseri Patofizyolojisi

Meme kanseri, 0strojene maruz kalmanin etkileyebilecegi DNA hasar1 ve genetik
mutasyonlar nedeniyle gelisir. Bazen DNA kusurlarinin veya BRCA1 ve BRCA?2 gibi
oncii kanser genlerin kalitimi olabilir. Bu nedenle ailede yumurtalik veya meme
kanseri 0ykusl meme kanseri gelisme riskini artirir. Normal bir bireyde bagisiklik
sistemi, anormal DNA'ya veya anormal biiylimeye sahip hiicrelere saldirir. Bu sistem,
meme kanseri hastaligi olanlarda tiimdr biiyiimesine ve yayilmasina yol acacak sekilde
basarisiz olmaktadir (Alkabban vd, 2018).

1.6.4 Meme Kanseri Histopatolojisi

Meme kanseri, bazal membranla olan iliskisine gore invaziv ya da non-invaziv
olabilmektedir. Memenin invaziv olmayan neoplazmalar1 genel olarak iki ana tiire

ayrilir: Lobiiler karsinoma in situ ve duktal karsinoma in situ .

LCIS meme kanseri gelisimi i¢in bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir. LCIS,
genislemis ve dolu asini ile normal lobiiliin ana hatlarma uygunlugu ile taninir. DCIS,
LCIS'ten morfolojik olarak daha heterojendir ve patologlar dort genis DCIS tipini

tanir: papiller, kribriform, kat1 ve komedo.

DCIS, genellikle normal miyoepitelyal hiicrelerden olusan taninabilir bir bazal hiicre
katmanina sahip, malign hiicrelerle dolu ayr1 alanlar olarak taninir. DCIS'in papiller
ve kribriform tipleri genellikle diisiik dereceli lezyonlardir ve invaziv kansere

dontigmeleri daha uzun sirebilir,

DCIS'in kat1 ve komedo tipleri genellikle yiiksek dereceli lezyonlardir. DCIS tedavi
edilmezse genellikle invaziv kansere doniisiir. iInvaziv meme kanserleri, yapisal olarak
tam olmamasi, hiicrelerin degisken miktarda stroma i¢ine gelisigiizel s1izmas1 veya bir
glandiiler organin bi¢gim ve islevine bakilmaksizin siirekli ve monoton hiicre
tabakalarinin olusmasiyla taninir. Patologlar invaziv meme kanserini genel olarak

duktal ve lobiiler olmak tiizere iki histolojik tipe ayirmaktadir.

Invaziv duktal kanser, yapiskan bir kitle olarak biiyiime egilimindedir;
mamogramlarda ayr1 anormallikler olarak goriiniir ve siklikla memede lobiiler
kanserlerden daha kiiciik ayr1 bir yumru olarak elle hissedilir. Invaziv lobiiler kanser

memeye tek tabaka halinde niifuz etme egilimindedir; bu da neden klinik olarak gizli
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kaldigin1 ve hastalik yayginlasana kadar mamografi veya fizik muayenede siklikla
tespit edilemedigini aciklamaktadir. Infiltratif duktal karsinom olarak da bilinen
invaziv duktal karsinom, meme kanserinin en sik goriilen seklidir; invaziv meme

kanserlerinin %50 ila %70'ini olusturmaktadir.

Invaziv lobiiler karsinom meme kanserlerinin %10unu olusturmaktadir. Karisik
duktal ve lobiiler kanserler ise giderek daha fazla tan1 almakta ve patoloji raporlarinda
tanmimlanmaktadir. Invaziv duktal karsinomlar farkli 6zellikler aldiginda gosterdikleri
Ozelliklere gore isimlendirilirler. Eger sizan hiicreler tek sira yumusak epitelle kapli
kiiciik bezler olusturuyorsa bunlara infiltre tiibiiler karsinom ad1 verilir. Sizint1 yapan
hiicreler bol miktarda miisin salgilayabilir ve bu materyalin i¢inde yliziiyormus gibi

gorunebilir. Bu lezyonlara misindz veya kolloid timarler denir.

Tiibliler ve miisindz timorler genellikle diisiik dereceli (derece I) lezyonlardir; bu
tiimdrler invaziv meme karsinomlariin yaklasik %2 ila %3'linii olusturur. Mediiller
kanser, yiiksek dereceli niikleer 6zelliklere sahip, ¢ok sayida mitoz igeren ve yerinde
bir bilesenin bulunmadig1 tuhaf istilaci hiicrelerle karakterize edilir. Malignite, kiiciik
mononiikleer lenfositlerin infiltrasyonu ile ¢evrelenmis, sinsityal bigime ¢ok yakin
hiicre tabakalar1 olusturur. Tiimdriin smirlar1 stromaya sizmak veya niifuz etmek
yerine ¢evredeki memeye dogru itilir. Saf haliyle mediiller kanser, meme kanserlerinin
yalnizca yaklasik %5'ini olusturur (Clark vd, 2019; Liedtke vd 2018; Kitamura vd,
2019).

1.6.5 Meme Kanserinin Degerlendirilmesi

Meme kanserli hastalarin degerlendirilmesi klinik degerlendirme, goriintiilleme ve
doku biyopsisinden olusan iiclii bir degerlendirmeyi gerektirir. Meme kanseri
tanisinda en sik kullanilan yontem mamografidir. Asemptomatik vakalarin ¢ogu
tarama mamografisi sirasinda teshis edilir. Meme kanseri her zaman normal seklinde
bozulma olsun ya da olmasin kalsifikasyonlar, yogun kitleler seklinde ortaya ¢ikar.
Ancak meme ultrasonografisinin kullanilacagi gen¢ kadinlarda mamografinin
duyarlhiligr yoktur. Ultrasonografi memedeki kitlelerin kivamimi ve boyutunu
degerlendirmede faydalidir. Kilavuzlu igne biyopsisinde rolii biiyiiktiir. Manyetik
rezonans gorlintlileme, meme de dahil olmak {izere yumusak dokulardaki
anormallikleri tanimlamada iyi bir duyarliliga sahiptir. Gizli lezyonlar veya multifokal

veya iki tarafli malignite siiphesi (6zellikle ILC) varsa ve neoadjuvan kemoterapiye
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yanitin degerlendirilmesinde veya yiiksek riskli hastada meme koruyucu cerrahi ve
tarama planlanirken endikedir. Doku biyopsisi meme kanseri hastasinin
degerlendirilmesinde 6nemli bir adimdir. Doku 6rnegi almanin farkli yollar1 vardir ve
bunlar arasinda ince igne aspirasyon sitolojisi, ¢ekirdek biyopsi (Trucut) ve insizyonel
veya eksizyonel biyopsi bulunmaktadir (Kitamura vd, 2019; Pediconi vd, 2019;
Watanabe vd, 2019).

1.6.6 Meme Kanserinde Tedavi/Y6netim

Tedavinin 2 temel prensibi lokal niiks olasiligini ve metastatik yayilma riskini
azaltmaktir. Radyoterapili veya radyoterapisiz cerrahi, kanserin lokal kontroliinii
saglar. Metastatik niiksetme riski oldugunda hormonal tedavi, kemoterapi, hedefe
yonelik tedavi veya bunlarin herhangi bir kombinasyonu seklinde sistemik tedavi
endikedir. Lokal ileri hastaliklarda sistemik tedavi, cerrahide ¢ok az rolii olan veya hig
rolii olmayan palyatif bir tedavi olarak kullanilir (Rocque vd, 2018; Vande Perre vd,
2018; Seroussi vd, 2018).

1.6.7 Meme Kanserinin Molekiiler Simiflandirilmasi

Meme kanseri, ¢esitli hiicresel bilesimlerin, molekiiler degisikliklerin yan1 sira klinik
davranisin sayisiz alt kategorisini temsil eden heterojen bir hastaliktir. Histolojik
derece, tiimorlin tipi ve boyutu, lenf nodu metastazi, Ostrojen reseptorii (ER),
progesteron reseptori (PR) ve insan epidermal biyume faktorl reseptori 2
(HER2/neu) gibi bircok faktér meme kanserinin prognozunu ve tedaviye yanitini
etkilemektedir (Rehnke vd, 2018).

Histolojik derece ve lenf nodu metastazlarina dayanan meme kanserinin molekiiler alt
tipleri gicli prognostik ve dngoriicu faktorlerdir. Sonug olarak meme kanserini ilgili
molekiiler alt tiplere ayirmak terapotik karar vermenin 6nemli bir yoniidiir. ER, PR ve
HER?2 gibi klasik immunohistokimya (IHC) belirtecleri, molekuler alt tiplemede ¢cok
o6nemli bir rol oynamaktadir (Viale vd, 2012; Kumar vd, 2013).

Timorlerin  immiinohistokimya bazli molekiiler alt tiplendirilmesi, giinlimiizde
tiimdriin hormonal tedaviye ve ardindan Trastuzumab tedavisine duyarliligini tahmin
etmede temel dayanak olarak kabul edilmektedir [Goldhirsch vd, 2011; Andre vd,
2006).
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Hormon (0strojen ve progesteron) reseptor belirteglerinin varligi, yaklasik 30 yil 6nce

molekiiler siniflandirmanin baslangicini isaret etmekteydi. HER2/neu bazli belirleme
teknikleri daha 6nceki gelismeleri takip etti. Ayrica yeni bir ¢calisma, baglangigcta meme
kanserini dort ana sinifa ayirarak insan meme kanserinin molekiiler siniflandirmasini
zorunlu kildi: luminal benzeri, bazal benzeri, normal benzeri ve HER-2 pozitif (Perou
vd, 2000). Daha sonra liimen siifi, limen A ve liimen B siniflarina boliindii, boylece
besinci bir meme kanseri sinifi eklendi (Carey vd, 2006). St. Gallen Konsensiisii
2011'e gore meme kanserinin molekiler alt tipleri Luminal A (ER+/PR+/HER2-
/lowKi-67); Luminal B (ER+/PR+/HER2-/+/yilksek Ki-67); HER2 asir1 ekspresyonu
(ER-/PR-/HER2+) ve Uclu negatif meme kanserleri/TNBC'ler (ER-/PR-/HER2-)
olarak belirlenmistir (Goldhirsch vd, 2011).

TNBC olarak da adlandirilan meme kanserinin bazal benzeri alt tipinin, bazal marker
(CK5/6) ekspresyonu agisindan pozitif oldugu bulunmustur (Gaskin vd., 2020; Rehnke
vd, 2018). Bu nedenle klinik uygulamada molekiiler alt tiplendirmeye olanak saglayan
tekniklerin kullanilmasinin hastaya 6zgii prognoz, niiks riski ve patolojik tam yanit
olasilig1 hakkinda daha dogru bilgi saglamasi 6nemlidir. En 6nemli avantajlardan biri,
neoadjuvan tedavinin yararlarinin risklerden daha agir bastigi hastalarin
belirlenmesinin kolayligi olacaktir; yani, risk siniflandirmasinda iyilesmeye yol
acacaktir. Ayrica niiksetme riski yliksek olan hastalar i¢in agresif tedavi stratejisi veya
artirtlmis gozetim tasarlanabilmektedir.

1.6.8 Meme Kanseri Evreleri
Meme kanserinin evrelemesi klinik olarak tedavi 6ncesi fizik muayene ve gorintileme
caligmalar ile belirlenirken, patolojik olarak kesin cerrahi tedavi sonrasinda primer
timorin ve bolgesel lenf bezlerinin patolojik olarak incelenmesiyle belirlenir.
Hastalari, prognozu tanimlayan ve benzer prognoza sahip hastalar ic¢in tedavi
onerilerini yonlendiren risk kategorilerine gore gruplandirmak i¢in evreleme yapilir.
Meme kanseri, primer timor boyutuna (T), bolgesel lenf nodu durumuna (N) ve uzak
metastaz olup olmadigina (M) gore 4 evreli gruba ayiran TNM siniflandirma sistemi
ile siniflandirilir (Alkabban vd, 2018)

En yaygm kullanilan sistem Amerikan Kanser Ortak Komitesinin sistemi olup

siniflandirma Sekil 1.10 ve 11°de yer almaktadir.
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Primer tlimér degerlendirilemiyor

Primer tiimér bulgusu yok

Karsinoma in situ: intraduktal karsinom, Lobiller karsinoma in situ veya
meme bagtnin tiimdrsiiz Paget hastalig

Timér boyutu <2 cm

En biiyitk mikroinvazyon boyutu < 0.1 cm

En biiyilk tiimor boyutu 0.1 -0.5 cm arasinda

En bityiik tiimor boyutu 0.5 -1 ¢m arasinda

En biiyiik tiimor boyutu | -2 em arasinda

En bityiik timor boyutu 2 -5 cm arasinda

En biiyiik timér boyutu >5 cm

Deriye ve tiimér toraks duvarina invaze olan herhangi biiyiiklilkteki timor
Ttimér toraks duvarina invaze

Meme derisinde Gdem(Peau d’orange dahil), iilserasyon, ayn1 memeye
sinirl cilt nodiilleri

ikisi birden (Tt Ty )

Enflamatuar karsinom

Bolgesel lenf nodlan degerlendirilemiyor (8rn. Onceden gikarilmis )
Bilgesel lenf nod metestaz1 yok

Ayni taraf aksillar mobil lenf nod metastazlar

Aym taraf aksillada birbirine yapisik veya gevre dokulara fikse mammaria
internada  goriintiileme yontemleri ile saptanmis metastazin varligi

Ay taraf internal mamaryen lenf nodlarina metastaz

Nodiilleri (pN)
Bolgesel lenf nodu metastazi degerlendirilemiyor(énceden ¢ikarilmis
olmasi)
Bolgesel lenf nodilliine metastaz yok
Ay taraftaki aksiller lenf nodiil(lerine) hareketli metastaz
Aymi taraf, bir birlerine ya da cevre vapilara fikse aksiller lenf nod
metastazlan
Ayni taraf mamaria interna lenf nodlarina metastaz

Uzak metastaz degerlendirilemiyor
Uzak metastaz yok
Uzak metastaz var (ayni taraf supraklavikiller lenf nodlarina metastaz dahil

Sekil 1.10 Meme Kanseri Tumor Evreleme Sistemi (Parlak vd, 2004)
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Herhangi bir T
Herhangi bir T Herhangi bir N

Sekil 1.11 Meme Tumoru Evreleme (Parlak vd, 2004)
1.6.9. Prognoz

Erken meme kanserinin prognozu oldukga iyidir. Evre 0 ve I'in her ikisinin de 5 y1llik
hayatta kalma oran1 %100'diir. Evre II ve evre IIIl meme kanserinde 5 yillik sagkalim
orant sirastyla yaklasik %93 ve %72'dir. Hastalik sistemik olarak yayildiginda
prognozu carpict bigimde koétiilesir. Evre IV meme kanseri hastalarinin yalnizca

%22's1 5 y1l boyunca hayatta kalabilmektedir (Alkabban vd, 2018).
1.6.10 Meme Kanseri Risk Faktorleri

Cok sayida cevresel ve genetik faktor ile yagsam tarzi meme kanseri gelisme riskini
etkilemektedir (Seroussi vd, 2018) (Tablo 1.1). Bunlar arasinda genetik faktorler
ozellikle onemlidir. Birinci derece kadin akrabalarda meme kanseri varligi genel
olarak proband riskini neredeyse iki katina ¢ikarir ve etkilenen akraba sayisiyla birlikte
risk giderek artar. Molekiiler onkoloji ve onkogenetikteki giincel gelismeler, onkolojik
onleme, teshis ve tedavi segenekleri agisindan meme kanserine yatkinliklari
hakkindaki bilgilerden yararlanabilecek yuksek riskli bireylerin belirlenmesine olanak

saglamaktadir.
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Tablo 1.1: Meme Kanseri Gelisimini Etkileyen Risk Faktorleri. (Kleibl vd, 2016)
Genetik Risk Faktorleri

- Ailesel Meme Kanseri Oykiisii
Bilyuk meta-analizde gesitli aile gegmisleriyle iligkili istatistiksel olarak anlamli
goreceli riskin (GR) birlestirilmis tahmini su sekildeydi: herhangi bir akraba,
GR1/41.9; birinci derece akraba, GR1/42.1; anne, GR1/42.0; kiz kardes, GR1/42.3;
kizi, GR1/41.8; anne ve kiz kardes, GR1/4 3.6; ve ikinci derece akraba, GR1/41.5.
Riskler 50 yasin altindaki kisilerde ve akrabaya 50 yasindan 6nce tani1 konulanlarda
daha yuksektir.

-Kisisel Meme Kanseri OyKiisii
Ilk meme kanseri yasmin daha geng olmasi, kontralateral meme kanseri riskinin
onemli Ol¢iide daha yiiksek olmasiyla iligkilidir. 40 yasin altinda teshis edilen
hastalarda (BRCAL/2-negatif ailelerden) 25 yillik kiimiilatif kars1 meme kanseri
riski %28.4 iken 50 yasinda teshis edilen hastalarda ise %12.9” dur.

- Meme Durumu
Mamogramlarda yliksek meme dokusu yogunlugu giiclii bir risk faktoridiir. Yiiksek
yogunluklu mamogramli kadinlar, diisiik yogunluklu mamogramli kadinlara gore
alt1 kata kadar riskle kars1 karsiyadir. Iyi huylu meme hastaliklar1 da (iyi huylu
proliferatif meme hastaligi, meme Kkistleri, fibroadenom, meme inflamatuvar

hastaliklar) riski artirmaktadir.

- Menoaktivite
Menopoz yasi, riski yilda yaklasik %3 artirmaktadir. Azalan risk ge¢ menarsla
iliskilidir (11-15 y1l, GR1/40,69).

- Boy Uzunlugu
30-70 yas arast uzun boylu (170 cm) kadinlarda kiimiilatif meme kanseri goriilme

siklig1, kisa boylu (155 cm) kadinlara gore %12 daha fazladir.

Yasam Tarz1 Risk Faktorleri

- Beslenme Aliskanhklar:
Alkol tiikketimi 70 yasina kadar meme kanseri riskini %7 oraninda artirmaktadir. 18-
50 yaslarinda yaklasik 27 kg kilo artis1 olan bir kadinin kiimiilatif riski, sabit kilosu
veya ortalama kilo alimi yaklasik 8,6 kg olan bir kadina gore %19 daha yiiksektir.
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Tablo 1.1 (Devami): Meme Kanseri Gelisimini Etkileyen Risk Faktorleri. (Kleibl
vd, 2016)
- Fiziksel Aktivite

Hem tan1 6ncesi hem de tani sonrasi herhangi bir fiziksel aktivite, meme kanserine

0zgli mortalitenin azalmastyla iligkilidir (GR1/40.82).

- Hamilelik

29 yas alt1 gebelik riski azaltir, 35 yas tistii gebelik ise riski artirir.

Farmakoterapi

Antiostrojenler: Antidstrojenlerin (tamoksifen, raloksifen) kullanimi riski azaltir.
Yan etkilerden dolay1 bunlarin kullanimai, ailesinde giiclii kanser 6ykiisii olan veya
meme kanserine yatkinlik geninde mutasyon bulunan yiiksek riskli kadinlarla
sinirlandirilmalidir.

Hormon replasman tedavisinin menopoz sonrasi kullanim siiresi, meme kanseri

riskini, kullanim y1l1 basina %2,3 oraninda 6nemli 6l¢ilide artirmaktadir.

Radyasyona maruz kalma

3817 kohortlu radyoterapi ile tedavi edilen 1 yildir Hodgkin hastaligindan kurtulan
105 geng kadinla yapilan calismada meme kanseri riskinin uygulanan radyasyon
dozu ile iligkili oldugunu gdstermistir. Memeye verilen 4 Gy'lik radyasyon
dozunun riskte 3,2 kat artisla iliskili oldugu goriilmiistiir. 40 Gy radyasyon dozu
alan hastalarda riskin 8,0 kat arttig1 belirtilmistir (Kleibl vd, 2016).

1.6.11 Meme Kanseri Genetigi

Meme kanseri genetigi, meme kanseri yonetiminin temel bir yonii haline gelmistir.
Germinal meme kanseri yatkinlik genini tasiyan kadinlarda tarama, takip, profilaktik
ve terapotik asamalar bu genin varligindan etkilenmektedir. Ayn1 zamanda da farkli
prognoza sahip veya tedaviye farkli yanit veren hasta alt gruplarinin belirlenmesinde
yardimc1 olabilmektedir (Crisciteillo vd, 2022).

Meme kanseri yatkinlik genlerindeki patojenik varyantlar, 6zellikle erken baslangicli
meme kanseri (EOBC) baglaminda hastalik gelisimi i¢in en giiclii kalitsal risk
faktoriinii temsil etmektedir. Aslinda EOBC vakalarinin yaklasik %10-20'si
kalitsaldir (Siddig vd, 2021).

1.6.12 Kalitsal Meme Kanseri
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Meme kanserinin kalitsal oldugunun tespiti ilk kez on dokuzuncu yiizyilda tanimlandi.
1990'larin ortalarinda BRCA1 ve BRCA2 meme/yumurtalik kanseri yatkinlik
genlerinin tanimlanmas1 ve genetik testlerin kullanima sunulmasiyla birlikte,
siirveyansin uyarlanmasi, tibbi veya cerrahi riskin azaltilmasina iligkin kararlarin
yonlendirilmesi ve genetik variant tasiyicilart i¢in kanser tedavileri konularinda
onemli ilerlemeler kaydedilmistir. (Berger ve Golshan, 2021). Son yirmi yi1lda, BRCA
genlerinin kesfedilmesinden bu yana, kansere yatkinlik genlerinde meme kanseri
riskinin artmasiyla da iligkilendirilen ek germ hatt1 patojenik varyantlarinin
belirlenmesinde 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir (Couch vd, 2017; Easton vd, 2015;

Shimelis vd, 2018).

1.6.13. Meme Kanserine Yatkinlik Genleri

Kalitsal meme kanserinin (HBC) en iyi bilinen tiirleri, yiiksek penetrasyonlu genler
BRCA1 ve BRCA2'deki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. PTEN, TP53,
STK11/LKB1, CDH1, PALB2, CHEK2, ATM, MRE11, RAD50, NBS1, BRIP1,
FANCA, FANCC, FANCM, RAD51, RAD51B, RAD51C, RAD51D ve XRCC2 dahil
olmak tiizere diger genler yliksek veya orta derecede penetransli meme kanserine

yatkinlik genleri olarak tanimlanmaktadir (Wendt ve Margolin, 2019).

Ilging olarak meme kanserine yatkinlik genlerinin cogu, DNA onarimu siireglerinde ve
esas olarak DNA ¢ift iplik kiriklarinin (DDSB) onariminin oldukc¢a karmagik

mekanizmalarinda yer alan tlimor baskilayici proteinleri kodlamaktadir (Sekil 1.12).
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Sekil 1.12' de yer alan gorselde, baslica meme kanseri yatkinlik proteinleri kirmizi

renkte, diger meme kanseri yatkinlik proteinleri mavi renkte gosterilmektedir. Fanconi

anemisi (FANC) ailesinin iiyeleri altigen olarak tasvir edilmistir.
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Nadiren mutasyona ugramis bazi énemli meme kanseri yatkinlik genleri (PTEN,
STK11 ve CDH1), DNA onarimi1 ve DNA hasar1 cevap yolaklarinda dogrudan yer
almadiklar i¢in gosterilmemistir. Homolog rekombinasyon (HR), hiicre dongiistiiniin
S ve G2 faz1 sirasinda DNA c¢ift sarmal kopmalarini ¢ézen en dogru DNA onarim
yoludur. Bu son derece karmagik ve ¢ok adimli siireg, onarim sablonu gorevi goren
kardes bir kromatid gerektirir. Baslangicta, MRN kompleksini (MRE11, RADS50 ve
NBN'den olusan) iceren duyusal proteinler, kirtk DNA uglarina baglanir ve uzun tek
iplikcik ¢ikintilart olusturan tek iplikli ug¢ rezeksiyonunu (BLM helikazinin destegiyle)
baglatir. MRN kompleksi ayrica, DNA hasari yanitinin (hiicre dongiisiiniin
durdurulmast veya apoptozun indiiklenmesi dahil) diizenlenmesinden sorumlu
proteinleri (CHK?2 veya p53 gibi) ve kendiliginden HR onarimini kapsayan proteinleri
(BRCAL1 gibi) fosforile eden ATM kinazin aktivasyonuna da katkida bulunur. HR i¢in
blytk nikleoprotein komplekslerinin bir araya getirilmesi, uygun bir uzay-zamansal
dizenleme gerektirir. BRCA1, BRCAZ2 proteinleri ve Fanconi anemisi (FANC-)
protein ailesinin diger tiyeleri bu siireglere katkida bulunur. BRCA1, DNA kirilma
bolgelerinde ¢ok sayida protein-protein etkilesimini kolaylastirirken, FANCA-C, E-G,
L, M ve ilgili FAAP proteinlerinden olusan ¢ekirdek kompleksi, DNA hasarina karsi
FANCD2 ve FANCI'yi aktive eden bir ¢oklu protein ubikuitin ligazidir. Bu proteinler
ubikitinlendiginde DNA kirilma bdlgesine yer degistirir ve BRIP1 (FANCJ), PALB2
(FANCN) ve BRCA2 (FANCDI1) gibi diger asagi yonli FANC protein ailesi
tiyeleriyle HR'nin aktivasyonuna katkida bulunur. Daha sonra RADS51 rekombinazi,
cesitli yardimer proteinlerin ("RADS1 paraloglar1": RAD51B, RADS1C, RADSID,
XRCC2 ve XRCC3) yardimiyla tek iplik¢ik ¢ikintilarina baglanir ve homolog bir
sekansin arastirilmasini ve bunun kardes kromatiddeki lokalizasyonun bulunmasini
tesvik eder (Wendt ve Margolin, 2019).

1.6.14 Meme Kanseri ve Genetik Analiz Teknikleri

20001 yillarin baglarindan itibaren NGS'nin gelismesi ve maliyetinin kademeli olarak
azalmasi, bu teknigin hastane ortaminda rutin taniya yardimci olmak ve yeni tedavi
hedeflerinin kesfedilmesine yardimci olmak iizere uygulanmasina olanak saglamistir.
Ozel sirketler de benzer sekilde klinik amaglarla NGS hizmetleri saglamaktadir.
Analiz se¢imi ve veri yorumlamasi yerel uygulamaya gore degisiklik gosterebilir.
Ideal olarak, NGS sonuglar1 artik tibbi onkologlarin, patologlarin, genetikgilerin ve

biyo-enformatikgilerin, hasta i¢in en iyi tedavi segcenegini dogru bir sekilde belirlemek
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amactyla NGS'nin klinik ve patolojik verilerle entegrasyonunu birlestirdigi molekiiler
timor kurullarinda tartigilmaktadir. Saglik sistemlerinin diinya ¢apinda farklilik
gosterdigini ve bazi iilkelerde NGS analizlerinin geri 6demesinin halen beklemede

oldugunu akilda tutmak ¢ok énemlidir (Nourieh vd, 2022).

NGS teknolojileri, milyonlarca deoksiribonikleik asit (DNA) molekulinin biyik
Olclide paralel dizilenmesine olanak tanir ve bdylece veri verimini onemli dlgiide
artirir. Giinlimiizde rutin teshis laboratuvarlarinda en ¢ok kullanilan ikinci nesil
yaklagimlar, 'kisa okumalar' adi verilen, Onceden parcalanmis, baglanmis ve
cogaltilmis DNA molekiillerinin dizilenmesine dayanmaktadir. Siralandiktan sonra
okumalar, herhangi bir varyasyonu tespit etmek icin bir referans dizisi tzerinde biyo-
bilgisel olarak yeniden birlestirilir. Kisa okumalarin sekanslanmasi, halihazirda
kismen bozulmus olan formalinle sabitlenmis parafine gomiilii (FFPE) dokulardan

ekstrakte edilen DNA igin 6zellikle uygundur (Nourieh vd, 2022).

NGS, gen panellerinin dizilenmesine, tim ekzom dizilimine ve tiim genom dizilimine
olanak tanir ve bunlarin tiimii onkoloji alanina degerli bilgiler saglar. NGS, nokta
mutasyonlarini, kiigiik baz eklemelerini ve silmelerini, kopya numarasi degisikliklerini
ve yapisal yeniden diizenlemeleri tespit etmeye olanak tanir (Nourieh vd, 2022).
Mevcut dizileme teknolojileri, 6rnek basina milyonlarca, hatta milyarlarca okumay1
dizileyebilir, bu da ilgili genlerin, belirli bir konumdaki okuma sayisina karsilik gelen
yiiksek bir kapsama derinligiyle analiz edilmesini miimkiin kilar. Buytik derinlik
ozellikle alt klonal tiimér mutasyonlarin veya diisiik tiimor hiicreselligine sahip
numunelerdeki mutasyonlarin tespit i¢in gereklidir. Kullanilacak platformun se¢imi,
kapsanacak genlerin veya genomik boélgelerin sayisi ile diisiik degisken allel
frekansina sahip mutasyonlar1 tespit etmek igin istenen derinlik arasindaki bir
uyusmadir (Nourieh vd, 2022).

Riboniikleik asit (RNA), sekanslamadan 6nce RNA molekiillerinin tamamlayici DNA
molekiillerine ters transkripsiyonu (RT) gerceklestirilerek aym1 sekanslama
platformlart kullanilarak analiz edilebilir. Mesajc1 RNA'larin sekanslanmasi,
farklilasmig ekspresyon, gen fiizyonlar1 ve alternatif splayzing ile ilgili ek bilgiler.
saglayabilir. Ek olarak, baz1 mutasyonlar da benzer sekilde RNA dizileme verilerinden

cikarilabilir.
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Birka¢ diizine genden olusan kiiciik bir panel, bilinen ve hedeflenebilir ana
onkogenlerin hizli ve uygun maliyetli bir sekilde analiz edilmesi i¢in Ozellikle
uygundur. Analiz edilecek timér DNA's1t FFPE'den, dondurulmus dokulardan veya
kan gibi viicut sivilarindan (s1v1 biyopsiler) izole edilebilir (Nourieh vd, 2022).
Yiizlerce genden olusan daha biiyiik bir panel, yeni terapotik hedefleri aragtirmak,
hastalik izleme icin yeni biyobelirtecleri tespit etmek ve yeni tespit edilen molekiiler
degisikliklere dayal1 olarak klinik deney uygunlugunu test etmek i¢in kullanilabilir.
Ek olarak, bu daha biiytiik 6l¢ekli siralama, biyoenformatik araglarini kullanarak timor
mutasyon ylikiinii (TMB) ve mikrosatellit kararsizligi (MSI) durumunu tahmin etmeye
olanak tanir. Bununla birlikte, yalnizca belirli genler kapsandigindan, gen paneli
ayarlarinda genom ¢apinda yapisal varyantlar tespit edilememektedir (Nourieh vd,
2022).

Son olarak, yaklagik 1x kapsama sahip diisiik kapsamli tam genom dizilimi, kopya
numarast degisikliklerini ve homolog rekombinasyon eksikligini (6rnegin; ozel
algoritmalar kullanan “yiizeysel homolog rekombinasyon eksikligi [HRD]”) 6zel
algoritmalar kullanilarak tespit etmek icin uygulanabilir. Kisa siire i¢inde bu teknik,
poli-ADP riboz polimeraz inhibitorlerinden (PARPi) yararlanabilecek hastalar
belirlemenin ¢ok yararli ve uygun maliyetli bir yolu haline gelebilir. Ayrica bu teknik
kicuk hacimli, depolanabilir veriler Uretir ve FFPE numuneleri icin de uygundur
(Nourieh vd, 2022).

1.6.15 Meme Kanserine Yatkinhk Genlerindeki Dizi Varyantlarimin Klinik
Yorumu

Meme kanserine yatkinlik genlerindeki mutasyonlarin goreceli olarak nadir olmasi,
mutasyon analizlerini yalnizca yiiksek riskli bireylerle sinirlandirmaktadir. Ulusal
kilavuzlar biiyiik ol¢iide Ulusal Kapsamli Kanser Agi'nin (NCCN; www.nccn.org)
belirli populasyon 6zelliklerine gore uyarlanmis kilavuzlarini esas almaktadir. Cok
sayida kansere yatkinlik geninden (gen panelleri) olusan bir koleksiyonu hedef alan
yakin zamanda tanitilan NGS bazli analizler, tek gen analizlerinin yerini almak {izere
benimsenmistir (Easton ve digerleri, 2015). NGS temelli yaklagimlar, patojenik
mutasyonlarn tastyicilarinin genel tespitini tiim yiiksek riskli bireylerin %30'undan
fazlasina ¢ikarir (Maxwell vd, 2014).

Biitiinlestirici analizlere dayali yontemler, meme tiimoriiniin heterojenligine dair bir
anlayis getirmistir ve yiiksek riskli meme tlimoérlerini tanimlayan yeni siniflandirma

stratejileri gelistirilmektedir. Somatik mutasyonlarin analizinin ve bireysel kanser
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orneklerinde "ila¢ hedefli" genlerdeki tetikleyici mutasyonlarin tanimlanmasinin
gelecekte rutin olarak uygulanmasi, kotii prognoza sahip meme kanseri alt tiplerinde
tedavi yanitini iyilestirmek i¢in gereken 6zel tedaviye yonelik ¢ok dnemli bir adimdir
(Kleibl vd, 2016).

1.6.16 Meme Kanserinde Gen ifade Modeli

Kanser tanisindaki son teknolojik gelismeler, timor davraniginin daha iyi anlagilmasi
i¢cin gen ekspresyon paterninin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. Bu gelismler sadece
prognozu desteklemekle kalmayip, aynm1 zamanda erken teshis ve tedaviyi de
kolaylagtirmaktadir. Gen ekspresyonu sonuglart geleneksel klinikopatolojik
ozelliklerle birlestirildiginde hastalik prognozunun dogrulugu artirilabilir (Latha vd,
2020). Kanser tanisina yonelik yontemler yirminci yiizyilin sonlarina kadar histolojik
ve klinik analizle sinirliydi. 1995 yilinda, Velculescu ve arkadaslarinin, ve Schena ve
arkadaslarinin “Science” dergisinde yaymladiklar: raporlar, gen ekspresyonu analizi
icin yeni bir alan agti ve bu alan biiyiileyici bir teknoloji olan "Microarray" analizleri
icin zemin hazirlamistir (Schena vd, 1995). DNA mikrodizisinin gelismesiyle birlikte,
ayn1 Ornekte birka¢ bin genin ifadesini es zamanli olarak analiz etmek mimkin

olmustur (Latha vd, 2020).
1.6.17 Meme Kanseri Epigenetigi

Mutasyonlar ve kopya sayisi degisikliklerinin bir kombinasyonu meme kanserinin
tiriinii belirlerken, epigenetik degisiklikler kanser gelisiminin birincil baslaticilari
olabilmektedir (Byler vd, 2018). Son zamanlarda, bu degisiklikleri tanimlamaya
odaklanan bir¢ok c¢alisma yapilmistir ve bu, histon modifikasyonlari, DNA
metilasyonu ve mikroRNA (miRNA) ekspresyonu gibi g¢esitli epigenetik
degisikliklerin sonucgta gen ekspresyonunu nasil etkilediginin anlagilmasina yonelik
onemli ilerlemelere yol agmaktadir (Byler vd, 2018). Ek olarak, diger kapsaml
calismalar, meme kanserinde anormal ekspresyona sahip spesifik miRNA'lar
tanimlamis ve saglikli meme dokusu ile meme kanseri hiicreleri arasindaki miRNA
ekspresyon modellerindeki farkliligi dogrulamaktadir. Spesifik olarak, miR-12b, miR-
145, miR-21 ve miR-155'in tima birden fazla meme kanseri tiriinde 6nemli dlcude
baskilanmaktadir (Kanser Genom Atlas Ag1, 2012).

miRNA'nin meme kanserindeki roliine ek olarak, metilasyon gibi diger epigenetik

degisikliklerin de meme kanseri patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir. Kanser
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Genomu Atlas Agi, 802 meme tlimoriiniin metilasyon dizilerine dayanarak bes farkli
DNA metilasyon grubu (grup 1-5) tanimlamistir (Kanser Genom Atlas Agi, 2012).

Ayrica ¢alismalar, metilasyon degisikliklerinin meme kanseri olusumuyla nasil iliskili
oldugunu ve normal ve iyi huylu meme hiicrelerini kanserli hiicrelerden ayirmak icin
kullanilabilecegini gostermektedir. Aleheikh ve arkadaslar tarafindan yapilan meme
kanserli 880 hastanin yer aldigi calismada, histon asetilasyonu ve metilasyon
diizeylerindeki degisikliklerin meme kanserinin erken bir belirtisini temsil edebilecegi
bildirilmistir (Aleheikh vd, 2009). Ayrica, metilasyon degisikliginin derecesinin, daha
az metastatik olan meme kanseri hiicrelerine kiyasla daha agresif metastatik meme
kanseri hiicrelerinin gdstergesi olduguna dair kanitlar da vardir. Rodenhiser ve ark.
yuksek dizeyde metastatik meme kanseri hiicre dizisi MDA-MB-468LN' de bircok
yolakta rol alan yukar1 yonlii promotor bolge iliskili genlerin metilasyon durumunu,
daha az metastatik bir hticre dizisi olan MDA-MB-468 GFB ile karsilagtirmistir (12).
Metastazin yani sira karsinojenezde rol oynayabilecek genlerin hiper-metilasyonunu
ve hipo-metilasyonunu gozlemlemislerdir. Sonnug olarak, genlerin %20-30'unun
metilasyon durumunun iki hiicre hatti arasinda farklilik gosterdigi bildirilmistir

(Rodenhiser vd, 2008).
1.7. XRCC2 Gen Yapisi ve Fonksiyonlari

X-1511 onarimi ¢apraz tamamlayici 2 geni (XRCC2), kromozom 7'nin (7q36.1) kisa
kolu iizerinde lokalizedir (Sekil 1.13).

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

[ 15259273 p [ 152757954 )
RARSSP2S) HROL e ATPSPERS
RALOGAPES RA7SLa45P

Sekil 1.13 XRCC2 Geni (Homo sapiens (insan)) (Gene, NCBI)
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Bu gen, kromozom stabilitesini korumak ve DNA hasarin1t onarmak i¢in homolog

rekombinasyona katilan RecA/Rad51 ile iligkili protein ailesinin bir (yesini

kodlamaktadir.
Tablo 1.2: XRCC2 Gen Ozellikleri (NCBI,2024)

Gen Sembolu XRCC2

Genin Tam Adi X-151n1 onarimi ¢apraz tamamlayici 2

Genin Turu Protein kodlayan gen

Diger adlar: FANCU; POF17; SPGF50

Ekzon sayisi 3

Niikleotid sayis1 4771

Genomdaki NC.000007.14 (152,644,776 — 152,676,141) NM_005431.2

Lokasyonu

Fonksiyonu Bu gen, kromozom stabilitesini korumak ve DNA hasarini

hakkinda 6zet onarmak i¢in homolog rekombinasyona katilan RecA/Rad51
ile iliskili protein ailesinin bir {iyesini kodlar. Bu gen,
homolog rekombinasyon yoluyla DNA ¢ift sarmal kiriklarinin
onariminda rol oynar ve bir dizi farkli DNA'ya zarar veren
ajana kars1 agir1 duyarlilik sergileyen, DNA onarimi eksik bir
mutant “Chinese hamster irs1” ' islevsel olarak tamamlayici
role sahiptir.

Ekspresyon Testiste (RPKM 1.4) ve kemik iligi (RPKM 1.0) basta olmak

Profili tizere yaklasik 22 dokuda genis ekspresyon profiline sahiptir.

XRCC2, tamam1 Walker A ve B ATPase motiflerine sahip olan bes somatik RAD51
paralogundan biridir. XRCC2 de dahil olmak iizere paraloglarin her biri, homolog
rekombinasyon (HR) yoluyla DNA ¢ift iplikli kirilma onariminda bir fonksiyona
sahiptir. Ancak rolleri RADS51'in kendisi kadar 1yi anlagilmamistir. XRCC2 proteini,
diger iic RAD51 paralogu olan RAD51B, RAD51C ve RAD51D ile bir kompleks
(BCDX2) olusturur. XRCC2, RADS51'in DNA hasar odaklarina toplanmasinda yer
aldigindan, BCDX2 kompleksinin, BRCA2'nin asagisinda RADS51'in yukarisinda
HR'ye aracilik ettigi diisiiniilmektedir. XRCC2, DNA'ya baglanabilir ve RADS1D ile
birlikte in vitro homolog eslesmeyi destekleyebilir. HR'deki roliiyle tutarli olarak,
XRCC2 eksikligi olan hiicrelerde spontan kromozom instabilitesi artmis diizeylerdedir
ve mitomisin C ve sisplatin gibi DNA iplik¢ikler arasi ¢apraz baglama maddelerinin
yani sira iyonlastirici radyasyon, alkilleyici maddeler ve aldehitlere karsi asiri

duyarlilik sergilemektedir.
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XRCC2 ayrica hiicre dongiisiinde sinyal vermede de islev goriir, DNA replikasyonunu

ve kromozom ayrilmasini tesvik eder.

XRCC2'nin (FANCU) bialelik mutasyonu, Fanconi anemisinin FA-U alt tipine neden
olurken, XRCC2'deki zararli mutasyonlar i¢in heterozigotluk, artan meme kanseri riski
ile iliskili olabilir. XRCC2, Fanconi anemisi yolaginda ana asama olan FANCD2
monoubikitinasyonu i¢in gerekli olmadgindan, bu yolakta “asagi yonde” islev goriiyor
gibi gérinmektedir (Andreassen and Hanenberg, 2019).
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BOLUM 2
LITERATUR OZETi

Meme kanseri gelismis ve gelismekte olan iilkelerde kadinlarda en sik goriilen kanser
tiiridiir. Meme kanserlerinin tedavi stratejileri, tan1 yasi, adet durumu, beslenme
diizeni, immiinolojik yanit, kanser hiicrelerinin genetik varyasyonlari vb. gibi bir dizi
faktore baglidir (Neetha Rajan Latha ve digerleri, 2020). Meme kanseri, karakterize
edilmesi ve tedavisi zor olan heterojen bir hastalik olmasina ragmen, son zamanlarda
genetik ve epigenetik arastirmalarda yasanan hizli gelismeler bu ¢abalarin

gelistirilmesine yardimci olabilir (Bayler vd, 2018).

Tipta kesin tanidaki daha fazla anlasilma, bir dereceye kadar teknik ve hesaplamali
ilerlemeden kaynaklanmaktadir; gercek bir teknik ilerlemenin ilk asamasi,
transkriptomik analizin uygulanmasidir. Molekiiler alt tiplendirme, meme kanseri
biyolojisine iligkin anlayisimizi daha da gelistirmekte ve yeni bir tiimdr siniflandirmasi
araciligiyla kisisellestirilmis tedavi rejimlerinin tahsis edilmesini saglamaktadir.
Teknik ilerlemedeki bir sonraki asama, su anda yeni ve heyecan verici sonuglar
saglayan yeni nesil dizileme olmalidir. Biiyiik 6l¢ekli siralama verileri, yeni somatik
ve potansiyel hedeflenebilir mutasyonlari1 ortaya ¢ikarmanin yami sira ailesel meme

kanserine yatkin yeni aday genlerin tanimlanmasina da olanak tanimaktadir (Rossing

vd, 2019).

Yillar i¢inde, cDNA mikrodizi bazli gen ekspresyon profili olusturma, gen
ekspresyonu bazli prognostik belirtegler, hedeflenen Sanger dizilimi, pan-genomik
analizler [karsilagtirmali genomik hibridizasyon (CGH)] ve NGS, meme kanseri
cesitliligi ve heterojenligine iligkin bilgimizi 6nemli 6l¢iide genisletmekte ve boylece
meme kanseri smiflandirilmasinin 6nemli Olclide iyilestirilmesini saglamaktadir

(Nourieh vd,2020)

Yeni bir NGS tabanli ¢alisma, somatik mutasyonlarin meme kanserinde nasil rol

oynadigina dair kapsamli kanitlar saglamaktadir. Stephens vd. (2012), somatik kopya
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sayist degisiklikleri ve protein kodlayan genlerin kodlayic1 ekzonlarindaki
mutasyonlar acgisindan 100 tiimoriin genomunu inceledi. 21.416 protein kodlayan
gende 7.421 somatik nokta mutasyonu belirlediler. Somatik mutasyonlarin sayisinin,
bireysel tiimorler arasinda belirgin sekilde farklilik gosterdigi bu alisma ile tespit edildi
(Stephens vd, 2012). BRCAL, RB1, TP53, PTEN, AKT1, CDH1, GATA3 ve PIK3CA
dahil olmak tlizere meme kanseri gelisiminde rol oynayan koklii kanser genlerinin

¢ogunun somatik mutasyonlara sahip oldugu bulunmustur (Byler vd, 2014).

Farkli meme kanseri tiirlerini siniflandirmak i¢in somatik mutasyonlari kullanildig:
baska bir drnekte uzun siireli klinik takip ile yaklagik 1000 insan meme tiimdriinde
kopya sayisi sapmalarini (CNA'lar) inceledi. Calisma, kalitsal gen ekspresyon
oOzelliklerinin ¢ogunun, ilgili geni gevreleyen 3 megabazlik (Mb) bir pencere i¢inde
tanimlanan cis (yakin) lokuslar ve bu pencerenin disindakiler olarak tanimlanan trans
(uzak) lokuslarin  bir kombinasyonu tarafindan yonetildigi varsayimina
dayanmaktaydi. PPP2R2A, MTAP ve MAP2K4 genlerinde delesyonlar ve bu genlerin
yaklasik %40'inda cis- veya trans-etkili CNA'larin bir sonucu olabilen somatik
CNA'lar buldular (Byler vd, 2014). Baska bir calismada meme kanserine yatkinlik
genlerinin ¢oklu gen panel testleri Avrupa ve Amerika'da kapsamli bir sekilde
yapilmistir, ancak Asya'da nispeten nadirdir. Bu ¢alismada, kalitsal meme kanseri riski
yiiksek biiylik bir Cin hasta kohortu arasinda BRCA1 ve BRCA2 dahil 40 kanser
yatkinlik genindeki germ hatti mutasyonlarmin siklig1 degerlendirilmistir. 2015'ten
2016'ya kadar Cin'in 26 merkezinden yiiksek kalitsal risk tasiyan meme kanseri
hastalar1 ¢alismaya alindi (n = 937). Klinik bilgiler toplandi ve germ hatti
mutasyonlarimi tanimlamak i¢in katilimcilarin kan 6rnekleri kullanilarak yeni nesil
dizileme (NGS) yapildi. Toplamda, BRCA1/2'de 159, diger 15 meme kanseri yatkinlik
geninde 61 ve hem BRCA1/2 de hem de diger genlerde 3 olmak {izere varsayilan
germline mutasyonlar1 olan 223 hasta saptanmistir. BRCA1/2 disindaki mutant genler
TP53 (n = 18), PALB2 (n = 11), CHEK2 (n = 6), ATM (n = 6) ve BARD1 (n = 5)
olarak belirtilmistir (Li vd, 2019).

XRCC2 geninin SNP'leri ile meme kanseri riski arasindaki iliskiyi degerlendiren

genom bazli ¢alismalar bulunmaktadir.

Rusya'da yapilan bir vaka kontrol ¢alismasinda, 672 vaka ve 672 kontrol Rus kadindan
olusan bir 6rneklemde, XRCC1, ERCC2, XRCC3, XRCC2, EXOI ve TP53 DNA
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onarim genlerindeki yedi polimorfizm, meme kanseri riski ile olast1 bir iligki agisindan
test edilmistir (Shadrina vd, 2016). XRCC1 (R399Q) rs25487 polimorfizminin alel
A's1 i¢in bir iliski gozlenmistir (ko-dominant model AA vs. GG: OR 1,76, P = 0.003;
toplamsal model OR 1,28, P = 0,005; dominant model: OR 1,29, P = 0,03; resesif OR
1.63, P = 0.008). ERCC2 (D312N) rs1799793 polimorfizminin T alleli de meme
kanseri riskiyle iligkilendirilmistir (ko-dominant model TT vs. CC: OR 1.43, P = 0.04;
toplamsal model OR 1.21, P = 0.02; dominant model OR 1.30, P = 0,02), ancak
Bonferroni diizeltmesi uygulandiktan sonra iligski istatistiksel olarak anlamlhi

bulunmamaistir. Geri kalan SNP'ler i¢in ise meme kanseri ile iligki bulunamamustir.

Bagka bir ¢alismada meme kanserinde XRCC2 genindeki azalma ile lenf nodu
metastazinin varligi arasindaki iliski degerlendirilmistir (Bashir vd, 2014). Calismanin
birinci kisminda tanisal bir belirteg¢ olarak XRCC2 geninin roliinii tanimlamak
amaciyla 14 adet yayinlanmig XRCC2 makalelerinin meta analizi yapilmistir.
Calismanin ikinci kisminda ise XRCC2 geninin ekspresyonu, 100 kadindan olusan
calisma kohortunda (50 meme kanseri hastasi ve 50 kontrol) gercek zamanli PCR
kullanilarak gézlenmistir. Kanserli olmayan saglikli dokularla karsilagtirildiginda
meme kanseri dokularinda XRCC2'nin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
baskilandig1 (p < 0.04) ve ki-67'nin arttig1 (p < 0.05) gozlenmistir. Gen-gen ve gen-
klinikopatolojik parametreler iliskisini aragtirmak amaciyla Spearmen korelasyonu
yapilmistir Calismanin sonucunda, XRCC2 ile Ki-67 ifadesi arasinda anlamli derecede
negatif bir korelasyon saptanirken (r = -0,376**, p < 0,01). Gen-klinikopatolojik
parametreler iliskisi durumunda, XRCC2 ekspresyonu ile memenin lenf nodu durumu
(r = -0,521*** p < 0,002) ve metastatik durumu (r = -0,303*, p < 0,04) arasinda

anlamli bir korelasyon saptanmadig1 bildirilmistir.

Bagka bir ¢alismada, Cin’ in Han kadin populasyonunda meme kanseri ile iligkili
olarak bes DNA onarim geninden (XRCC1, XRCC2, XRCC3, XPA ve APEX1) yedi
yaygin polimorfizmin potansiyel etkilesimlerini degerlendirmeyi amaglanmistir (Ding
vd, 2014). Bu calisma, sporadik meme kanseri tanis1 alan 606 hasta ve yas ve etnik
koken agisindan eglestirilmis, kansersiz 633 kontrolii kapsayan bir vaka kontrol
caligmas1 olarak planlanmistir. Genotiplerin belirlenmesinde polimeraz zincir
reaksiyonu-ligaz tespit reaksiyonu yontemi kullanilmistir. Yedi polimorfizmin tamami

kontrollerde Hardy-Weinberg dengesine uygun bulunmustur. XRCC1 geni rs25487 ve
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XPA geni rs1800975'in genotipleri ve alellerindeki farkliliklarin, Bonferroni
diizeltmesinden sonra dahi hastalar ve kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli
bulundugu rapor edilmistir (P<0.05/7). Buna gére meme kanseri riskinin rs25487 i¢in
belirgin sekilde arttig1 (OR=1,28; %95 CI: 1,07-1,51; P=0,006), ancak rs1800975 i¢in
azaldig1 (OR=0,77; %95 CI: 0,67-0,90; P=0,001) tespit edilmistir. Alel kombinasyon
analizi, kontrollerde hastalara gore (PSim=0,002) en yaygmn C-G-G-C-G-G-G
kombinasyonunun (rs1799782, rs25487, rs3218536, rs861539, rs1800975, rs1760944
ve rs1130409 sirasina gore aleller) daha yiiksek frekanslarini gostermistir. Daha ileri
diizey etkilesim analizinde, rs1800975 ve rs25487'yi iceren iki lokuslu model, 0,654
maksimum test dogrulugu ve 10 {izerinden 10 ¢apraz dogrulama tutarlilig1 ile genel
olarak en iyi model olarak kabul edilmistir (P=0,001). Bu calisma, XRCCI geni
1s25487 ve XPA geni rs1800975'in kuzey Cinli kadinlar arasinda meme kanseri
gelisimi lizerinde hem bagimsiz hem de etkilesimli etkiler gosterebilecegine dair agik

kanitlar sunmaktadir.

Meme kanserinden etkilenmis birden fazla bireye sahip aileler i¢in yapilan baska bir
NGS tabanli ¢aligmada ekzom dizilimi ile, biri protein kesen mutasyon ve digeri
muhtemel zararl bir yanlis anlamli mutasyon olan XRCC2 mutasyonlarina sahip iki
aileyi tanimladi. Erken baslangi¢li meme kanseri olan 1.308 vakada alti muhtemel
patojenik kodlama varyantin1 tanimlayan ve 1.120 kontrolde herhangi bir varyanti
olmayan populasyona dayali bir vaka kontrol mutasyon tarama c¢alismasi
gerceklestirmislerdir (onem derecesi p < 0.02 idi). Ayrica 689 ¢oklu vaka ailesinde ek
mutasyon taramasit yapilmistir. Meme kanserinden etkilenen on ailede XRCC2'de
protein kesikli veya muhtemelen zararli nadir yanlis anlamli varyantlarla
tanimlanmistir. XRCC2'nin bir meme kanseri yatkinlik geni olarak tanimlanmasi,
homolog rekombinasyon-DNA-onarim disfonksiyonu ve Fanconi anemisi ile iliskili
meme kanserlerinin oranini arttirir ve dolayistyla PARP (poli ADP riboz polimeraz)
inhibitorleri gibi spesifik hedefe yonelik tedavilerden fayda gorebilir. Bu ¢alisma,
yaygin, karmagik hastaliklara yatkinlik genlerinin kesfedilmesinde biiytlik olgilide

paralel dizilemenin guclni gostermektedir (Park vd, 2012).

Ayrica Cin'deki bagka bir calismada XRCC2 gen polimorfizmlerinin meme kanseri
riski ve hayatta kalma iizerindeki rolii arastirilmistir (Lin vd, 2011). Calismada,

Sheffield Meme Kanseri Calismasi'ndan (SBCS) 1131 meme kanseri vakasinda
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vell148 kontrolde tek niikleotid polimorfizmlerini (SNP'ler) etiketleyen 12 XRCC2
genotipini belirlenmis ve OR, HR ve %CT'ler tahmin edilerek bunlarin meme kanseri
riski ve hayatta kalma ile iligkilerini incelenmistir. Utah Meme Kanseri Calismasi'ndan
(UBCS) elde edilen 860 vaka ve 869 kontrolde pozitif bulgular daha da arastirildi ve
meme kanseri riskine iligskin yaymlanmig mevcut verilerle birlikte ortak olarak analiz
edilmistir. Sagkalim bulgulari, Meme Kanseri Dernegi Konsorsiyumu'nun (BCAC)
yaptig1 ¢calismalarda (8074 vaka) daha da dogrulanmistir. Sonugta, SBCS veri setinde
meme kanseri riski ile en anlamli iliski XRCC2 rs3218408 SNP idi (resesif model
p=2,3%10(-4), mindr alel frekans1 (MAF)=0,23). Bu SNP tiim veriler dahil edildiginde,
SBCS ve UBCS'nin iki bolgeli analizinde 1,64 (%95 GA 1,25 - 2,16) OR(rec) ve
tamami yayinlandiginda 1,33 (%95 GA 1,12 - 1,57) meta-OR(rec) vermistir. Bu SNP,
kontrol populasyonunun 1000'de ikisinin tasidig1 nadir bir risk haplotipini isaret ediyor
olabilir. Ayrica, R188H SNP'yi (rs3218536, MAF=0.08) kodlayan XRCC2, g¢ok
degiskenli bir analizde alel bagina HR'nin 1.58 (%95 CI 1.01 ila 2.49) artmastyla kotii
hayatta kalma ile 6nemli 6l¢iide iliskili bulunmustur. Bu etki, BCAC'dan 8781 meme
kanseri hastasinin toplu meta-analizinde daha belirgin olarak tespit edilmistir (HR
1.19, 95% CI 1.05 to 1.36; p=0.01).

Mevcut caligmalara géore XRCC2 genindeki genetik ve epigenetik degisiklikler ile
meme kanseri arasinda bir iliski oldugu sonucuna varabilmektedir. Ancak bu
aragtirmalarin sayis1 6nemli degildir ve makalelerin ¢ogu genomik veya mono-omik
diizeydedir. Calismamizda XRCC2 geni ve meme kanseri arasindaki ilisikiyi sadece
genomik diizeyde degil ayn1 zamanda transkriptomik ve epigenetik diizeyde de NGS

testi, RT-PCR ve metilasyon yontemlerini kullanarak incelenmistir.

Sonug olarak bizim ¢alismamiz meme kanseri ile XRCC2 geni arasindaki iliskiye yeni

bir soluk getirmis ve korelasyonu giiclendirmistir
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOD

3.1. Orneklerin Tolpanmasi

Ornekler Irak Erbil’ de bulunan Zheen Uluslarasi Hastanesi’ nde 2021 ile 2024

tarihleri arasinda toplandi. Calismada 44 normal ve 44 timor dokusu olmak (zere

toplamda 88 Ornek ile ¢alisildi. Tiimor 6rnekleri hastalarin klinik 6zellikleri, yas ve

tiimor tiirlerine gore siniflandirildi (Tablo 3.1). Memeden alinan bu normal ve timorlii

doku Ornekleri genomik izolasyon yapilana kadar RNA koruyucu (RNAlater)
(ThermoFisher, ABD) eklenerek -80 °C’ de saklandi.

Katilimeilara calisma 6ncesi bilgi verilip onay veren katilimcilara goniillii onam formu

imzalatildi. Calisma Yerel Etik Kurul tarafindan onaylandi. Etik kurul onay numarasi:

05.01.2020\17” dur.

Tablo 3.1Hasta orneklerinin yas, kanser tiirli ve timor evresine gore siniflandirilmasi

No Evre Kanser Turu Yas (yil)
1 I Invaziv duktal karsinom 59
2 I Metaplastik karsinom, matriks ureten grup 42
3 I Medullar benzeri karsinom 49
4 I Invaziv duktal karsinom 54
5 I Invaziv duktal karsinom 56
6 I Invaziv duktal karsinom 47
7 I Metaplastik karsinom, matriks Ureten grup 49
8 I Medullar benzeri karsinom 49
9 I Invaziv duktal karsinom 39
10 I Invaziv duktal karsinom 64
11 1 Metaplastik karsinom, matriks Ureten grup 34
12 1 Invaziv duktal karsinom 42
13 1 Metaplastik karsinom, matriks Ureten grup 30
14 1 Invaziv duktal karsinom 30
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15 1 Medullar benzeri karsinom 49

16 1 Medullar benzeri karsinom 46
17 1l Invaziv duktal karsinom 44
18 1 Invaziv duktal karsinom 56
19 1l Invaziv duktal karsinom 45
20 1l Invaziv duktal karsinom 80

Tablo 3.1 (Devami) Hasta 6rneklerinin yas, kanser tiirii ve timor evresine

gore smiflandirilmasi

21 1l Medullar benzeri karsinom 43
22 1l Invaziv duktal karsinom 53
23 I Medullar benzeri karsinom 56
2| Metaplastik karsinom, matriks Ureten grup 80
25 1l Invaziv duktal karsinom 43
26 I Medullar benzeri karsinom 57
27 ] Invaziv duktal karsinom 38
28 Il Metaplastik karsinom, matriks Ureten grup 60
29 1 Medullar benzeri karsinom 47
30 Medullar benzeri karsinom 53
31 Il Invaziv duktal karsinom 30
32 1 Medullar benzeri karsinom 32
33 1 Metaplastik karsinom, matriks Ureten grup 43
34 1 Invaziv duktal karsinom 37
35 1 Invaziv duktal karsinom 37
36 1 Invaziv duktal karsinom 55
37 1 Metaplastik karsinom, matriks Ureten grup 52
38 I Invaziv duktal karsinom 39
39 1 Metaplastik karsinom, matriks Ureten grup 47
40 1N Invaziv duktal karsinom 33
41 1 Invaziv duktal karsinom 33
42 I Metaplastik karsinom, matriks Ureten grup 80
43 1l Metaplastik karsinom, matriks Ureten grup 29
44 11l Metaplastik karsinom, matriks Ureten grup 56
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3.2. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3.2’ de verilmektedir.

Tablo 3.2 Kullanilan cihazlar, marka iiretim yerleri

No Cihazlar Marka Uretim Yeri
1 Isiticili manyetik karistiric Pars Azma Iran

2 Buzdolabi Hisense Turkiye
3  Inkiibator Nuve Turkiye
4 Vorteks ThermoFisher ABD

5 Sogutmali santrifiij Eppendorf Almanya
6 Mikropipet seti Eppendorf Almanya
7 Biyoguvenlik kabini Nuve Turkiye
8 Mikrosantrifij Eppendorf Almanya
9  Termal déngii cihazi (PCR) ABI Vertti ABD

10 RT-PCR cihaz1 BIO RAD ABD

11  Elektroforez tanki EC apparatus ABD
Tablo 3.2 (Devami) Kullanilan cihazlar, marka tiretim yerleri

12 Mikrodalga firin Hisense Turkiye
13 Otoklav Hirayama Japonya
14 Yatay calkalayici J.P. SELECTA Ispanya
15  Spektrofotometre Eppendorf Almanya
16 UV transliminator UVPBIioChemisystem ABD

17  Hassas terazi Shimadzu Japonya

3.3. Kimyasal Maddeler
Calismada kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3.3’ de verilmektedir.

Tablo 3.3 Kullanilan kimyasal maddeler, marka ve iiretim yerleri

No  Kimyasal Maddeler Marka Uretim Yeri
1 Etidyum Bromid Sigma Almanya

2 Niikleik asit boyast ~ GenetBio Kore

3 [zopropanol Sigma Almanya

4 Baglayici silan Promega Almanya

5 Gelsave Merck Almanya
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6 MgCl, Fermentase ABD

7 Tris Fermentase ABD

8 dNTP Fermentase ABD

9 Taq DNA polimeraz  Fermentase ABD

10  Agaroz Prona Ispanya
11 EDTA Merck Almanya
12 100 bg lik markir Fermentase ABD

13 Bromofenol Mavisi ~ Merck Almanya
14 Orange G Sigma Almanya
15 Etil alkol Sigma Almanya

3.4. Cozeltiler

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve igerdigi bilesenler Tablo 3.4” de verilmektedir.

Tablo 3.4 Kullanilan ¢6zeltiler ve kimyasal bilesenleri

No Cozeltiler Bilesenler
108,9 g Tris
55 g boric asit
1 10X TBE
9,37 g EDTA

1000 ml distile su

% 60 gliserol

5 6X Orange G yukleme 15% Orange G
boyasi 10 mM Tris —HCI pH 7,6
60 MM EDTA
0,5 Etidyum bromid

3  Etidyum bromid o
1 ml distile su
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3.5. Mutasyon Analizi

3.5.1. DNA izolasyonu

Periferal Kandan ve FFEP o6rneklerinden DNA PureLink™ genomik DNA mini kit
(ThermoFisher, ABD) kullanilarak izole edildi. Yontemde tiretici firmanin protokolii
takip edildi. DNA konsantrasyonlarinin kantitatif ve kalitatif 6l¢iimleri NanoDrop
(Biometrica-Tayvan) cihazi kullanilarak ede edildi.

3.5.2. Yeni Nesil Dizileme (NGS)

Kiitiiphane olusturmak i¢in Twist Human Core Exome Enzymatic Fragmentation (EF)
Multiplex Complete kiti kullanildi ve kiitiiphanenin MGI sistemi iizerinde
sekanslamaya hazir hale gelmesi icin MGIEasy FS DNA Library Prep Kit uygulandi.
Ktiphane, 100X ortalama hedef kapsamu ile 150 bg ¢ift u¢lu okuma tireten DNA
sekanslayicida (MGI-DNBSEQ-G400, Cin) dizilendi. FastQC ile Raw fastq
dosyalarmin kalite kontrolii yapildi. Daha sonra okumalar Burrows-Wheeler Aligner
(BWA) kullanilarak referans insan genomuna (hgl9) goére hizalandi. Varyantlar
Genom Analiz Arag¢ Seti (GATK) ile tanimlandi.

3.5.3. In silico Analiz

Tespit edilen mutasyonlarin yapisal 6zelliklere ya da protein islevine olan etkisini
tahmin etmek i¢in farkli in silico araglar kullanildi. Polymorphism Phenotyping
(PolyPhen-2) ve Sorting Intolerant from Tolerant (SIFT) varyantlarin islevsel
etkilerini degerlendirmek i¢in kullanildi. Mutasyonun protein yapi ve islevi lizerindeki
etkilerini analiz etmek icin Mutation Taster kullanildi. Biyokimyasal mesafe skorunu
hesaplamak i¢in Align GVGD kullanildi. Varyantlarin gorsellestirilmesi igin
Integrative Genomic Viewer yazilimi (IGV) kullanild:.

PolyPhen, amino asit ikamesinin neden oldugu yapisal 6zellikleri ve dizi hizalama
degisikliklerini bulmak i¢in tahminler verir. PolyPhen, bir allel degisikliginin islevsel
Oonemini tahmin eder. 0,0 puana sahip varyantlarin iyi huylu oldugu, 0,15-0,85 puanin
muhtemelen zarar verici oldugu tahmin edilirken, 0,85'in iizerindeki puanlarin zararh
oldugu daha kesin olarak kabul edilir.

SIFT, dizi homolojisini degerlendirerek varyantlarin fonksiyonel etkilerini
degerlendirir ve tiirler arasindaki amino asit kalintilarinin korunma derecesini arastirir.
SIFT, bir proteindeki amino asit degisiminin fenotipik bir etkiye sahip olup
olmayacagimi tahmin eder. 0,05'ten biiylik veya ona esit puanlarin tolere edilecegi,

0,05'ten kii¢lik puanlarin ise zararli olacagi tahmin edilmektedir. XRCC2' nin bir
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varyantinda tolere edilen etkileri ve bazi varyantlarinda zararl etkileri SIFT ile tahmin
edilmektedir.

MutationTaster, mutasyonun protein fonksiyonu ve yapist iizerindeki etkisini
degerlendirir. Ayrica mRNA ifadesinin veya birlestirmenin etkisini de dikkate alir. Bir
degisikligin hastalik potansiyelini, hastalia neden olan muhtemelen zararli, hastaliga
neden olan otomatik zararli, muhtemelen zararsiz polimorfizm ve otomatik zararsiz
polimorfizm olarak tahmin eder. Sonuglar, XRCC2 varyantlarindaki polimorfizmi ve
XRCC2 varyantlarinda hastaliga neden oldugunu gostermektedir.

Align-GVGD, biyokimyasal mesafe skorunu (Grantham farki (GD)) ve koruma
skorunu (Grantham varyasyonu (GV)) hesaplar. Yer degistirmeler, GD ve GV
puanlarina gore, islevi engelleme olasilig1 en diisiik olan CO'dan, islevi engelleme
olasilig1 en yiiksek olan C65'e kadar 7 sinifta kategorize edilir.

3.6 Ekspresyon Analizi

3.6.1. RNA izolasyonu

Meme dokusundan RNA d&rnekleri ticari izolasyon Kiti (Thermofisher-ABD)
kullanilarak tireticinin 6nerisi dogrultusunda yontemler uygulanarak elde edildi. Total
RNA konsantrasyonunun Kalitatif ve Kkantitatif 6lcimi Nano Drope (Biometrica,

Tayvan) cihazi kullanilarak yapildi.

3.6.2. Komplementer DNA Sentezi

Izole edilen mRNA’ larin komplementer DNA (¢cDNA)’ ya ¢evirimi Ipsogen RT Kit
(Qiagen, GmbH, Almanya) kullanilarak yapildi. Termal dongii cihaz1 olarak Master-
cycler pro-PCR System (Eppendorf, Almanya) kullanildi. Calisma alan1 %70 (v / v)
etanolle temizlendi ve her asamada filtreli steril uglar kullanildi. Kitin eriyen
bilesenleri buzun iizerine alindi. Orneklerde DNA kontaminasyonunu arastirmak igin
reverse transkriptaz icermeyen kontrol reaksiyonu hazirlandi. Her 6rnek i¢in total

RNA konsantrasyonu fakli esit olmadigindan farkli miktarlarda RNA kullanildi.

3.6.2.1. cDNA Sentez Asamalari
Reaksiyon bilesenleri eritilip buz iizerine alindi. Orneklerde DNA kontasminasyonu
olup olmadigini tespit etmek i¢in Revers transkriptaz igermeyen bir kontrol reaksiyonu

hazirlandi.

1- iki steril RNAz icermeyen tiipte asagidaki bilesenler asagida verilen miktarlarda
karistirildi;
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Total RNA.......oooiiii s 1-6ul

d(T)23VN (50 uM) primeri............ 2 ul
Niikleazsiz H2O.........coooviiinnnne degisken
Toplam Hacim.......................... 8ul

2- RNA 70 °C’ de 5 dakika denature edildi. Kisaca dondiiriilerek buz tizerine alindi.
Bu asama opsiyoneldir. Bu asama uzun mRNAlar ve CG igerigi fazla olan RNA

bolgelerinde cDNA verimin arttirmaktadir.

3- Steril bir tiipe asagidaki bilesenler eklendi:
M-MuLV reaksiyon karigimi................. 10 !l
M-MuLV Enzim karigimt..................... 2 ul

Negatif kontrol tiipiine agsagidaki bilesenler eklendi:
M-MuLV reaksiyon karigimi........... 10 ul

4- 20 pL cDNA sentez reaksiyonu 42 °C’ de 1 saat inkiibe edildi. Eger Random Primer
kullanilirsa 42 °C’deki inkiibasyon asamasindan once 25 °C’ de 5 dakika on
inklibasyon onerilmektedir.

5- Enzim 80 °C’ de inaktif olur ve reaksiyon 30 pl H20 ile 50 ul’ ye diliie edildi. Uriin
20 °C’ de saklandi. PCR amplifikasyon deneyleri i¢in ¢cDNA iirlin hacmi PCR
reaksiyon hacminin 1/10° unu gegmemelidir.

3.6.3. Primer Dizaym

Primer, siklikla DNA sentezi i¢in baglangi¢ noktasi olarak kullanilan bir niikleik asit
zinciridir. Genomik ile ilgili olarak bir primer, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi
belirli laboratuvar tekniklerinde kullanilan kisa, tek sarmall1 bir DNA parg¢asidir. PCR
yonteminde bir ¢ift primer, 6rnek DNA ile hibridize olup ¢ogaltilacak bolgeyi tanimlar
ve c¢ok kisa bir zaman diliminde milyonlarca, milyonlarca kopya elde edilir
(https://www.genome.gov). Gen ifadesi icin tasarlanan primerler hedef genin ifade
edilip edilmedigini anlamak i¢in genin kodlanan bolgesinin herhangi bir kismidan
almabilir. Dizideki primerlerin se¢imi hedef bolgeye dayanmaktadir. XRCC2/Exp i¢in

bir ¢ift mRNA dizi primeri tasarlandi. Bunun i¢in primer dizayn programi olan
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http://workbench.sdsc.edu web adresinden yararlanildi. Tablo 3.5’ te primerlerin

dizisi, baglanma sicakliklar1 ve PCR {irlinlerinin uzunlugu gosterilmektedir.

Gen ekspresyonuna yonelik primerlerin, genin kodlama bdlgelerinde herhangi bir
yerde nasil eksprese edildigini bilmesi gerekmektedir. Primer dizayninda 6nemli olan
spesifik RNA’ y1 kodlamak oldugu icin ilgili RNA iiriinii disinda herhangi bir {irliniin
kopya sayisinin artmasini 6nlemek igin bir veya iki ekzon-ekzon baglanti bdlgesini
icermesine dikkat edilmelidir. Clnki amplifikasyonu olan Grinin secilen spesifik
RNA iiriinii mii yoksa kontaminasyondan kaynaklt m1 oldugundan emin olunmasi
gerekmektedir.

Tablo 3. 5 XRCC2/Exp primer dizileri, PCR iiriin biiyiikliikleri ve optimal baglanma

Sicakligi
Optimal
PCR Urin
Gen Ad1 Primer dizisi baglanma
biiyiikligii
sicakhigi
fleri Primer
TGTTTGCTGATGAAGATTCAC
XRCC2 o 59.2°C 255 bg
GeriPrimer
TCGTGCTGTTAGGTGATAAAGC
fleri Primer
GGTCCACCACCCTGTTGCTGT
GAPDH 59.4 °C 456 bg

Geri Primer
AGACCACAGTCGATGCCATCAC

3.6.4. PCR Optimizasyonu

Primer baglanma sicakligini belirlemek amaciyla yapilan PCR gradian ¢aligmasinda
bir cDNA 6rnegi kullanildi. Amplifikasyon i¢in termal dongii cihazi olarak ABI Vertti
PCR System (ABI, ABD) kullanildi. Primer i¢in optimum erime sicakliginin
belirlenmesi agaroz jel elektroforezindeki verime bagli olarak degerlendirildi.
Gradyan PCR reaksiyon bilesenleri Tablo 3.6’ da verilmektedir.

Tablo 3.6 PCR Reaksiyonu Bilesenleri ve 25uL toplam hacimdeki miktarlari

No Kimyasal Bilesenler Miktar (uL)
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1 dH20 15

2 10X PCR tampon amonyum sulfat (NH4) 2504 2.75

3 25 mM MgCl, 2

4 2 mM dNTP 1.5

5 20 mM (ileri primer) 1

6 20 mM (Geri primer) luL

7 5 U/ML Taq DNA polimeraz 0,125 pL
8 Kalip cDNA 1.5uL

Tablo 3.7° de gosterilen her parametre termal dongii sisteminde 40 dongii olarak

tamamlandi.

Tablo 3.7. Gradyan PCR Reaksiyon agamalari

No Asama Sicakhk Sure

1 On-denatiirasyon 94°C 7 dakika
2 Denaturasyon 94°C 40 saniye
3  Primer baglanma 55°C - 60°C 40 saniye
4  Uzama reC 40 saniye

40 dongu

5  Son Uzama 72°C 5 dakika
6  Saklama 4°C 0

Son {irlin etidyum bromid ile boyanan %2’ lik agaroz jel elektroforezinde tespit edildi.
Jel 100 voltta 60 dakika yiiriitiildii. cDNA bantlar1 UV 151k altinda incelendi. Optimum
sicaklik baglanma sicakligi olarak kabul edildi. XRCC/Exp geni primer baglanma
sicakligr Sekil 3.1° de yer alan jel elektroforez goriintiisiinde gosterildigi tizere 59,2

°C olarak tespit edildi.

3.6.5. GAPDH Amplifikasyonu
“Housekeeping” olarak bilinen endojen kontrol genleri, bir tiiriin veya organizmanin

biitiin hiicreleri i¢in degismeyen seviyelerdeki ekspresyonlar1 olan genlerdir. Bununla
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birlikte, housekeeping genlerinin molekiiler biyoloji analizlerinde kullanimi,
ekspresyon seviyelerinin hiicreden hiicreye, numuneden numuneye, tedaviden
tedaviye ve/veya kisiden kisiye ayn1 kalmasi1 ger¢egine dayanmaktadir. Bundan dolay1
hiicredeki diger genlerin ekspresyon seviyeleri housekeeping genlerle kiyaslanabilir
ve bu sekilde ekspresyonlari deneylerde kontrol amactyla kullanilirlar. Yani gen
ekspresyon c¢alismalarinda ¢alisilan doku ve hiicrelerde asil gene referans olarak
kullanilmasina ve yorumlanmasini kolaylastirir. Bu sekilde verilerin giivenilirligini
saglarlar. B-aktin, a-tUbdlin gibi hiicre iskeleti proteinleri ve glikoliz enzimi olan
GAPDH, en yaygin kullanilan housekeeping genleridir (Agaoglu ve Sidekli, 2020).
Bu analizde, XRCC2 olan hedef genlerin mRNA ekspresyon miktarini tahmin etmek
icin housekeeping gen olarak GAPDH kullanild:.

3.6.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez, bir karisimdaki parcaciklart ayirt etmek icin ¢esitli elektrik yiiklerini
uygulayan bir tekniktir ve proteinler ve nukleik asitler gibi makromolekdller bu
yontemle ayristirilabilir, saflastirilabilir ve tanilanabilir. DNA molekiilleri negatif
yiiklere maruz kalir (Lee vd, 2012). Pozitif kutba dogru hareket eden bir elektrik
alaninda bulunurlar. Bir molekiiliin elektroforetik ortamdaki go¢ hizi iki ayr1 faktore
baglidir: molekiiliin yapis1 ve kiitlesi. Kiitlesi fazla olan daha yavas hareket ederek jel
lizerinde ayrismasi daha uzun siirmektedir. Ornegin, baz cifti miktar1 fazla olan PCR
iriinii jel lizerinde daha yavas go¢ eder. Benzer sekilde DNA’ nin diiz zincir ya da
sarmal yapisi elektroforetik alandaki go¢ hizini etkilemktedir.

Bu c¢alismada primer, agaroz jel elektroforezi kullanilarak optimize edildi. cDNA
ornekleri %2 agaroz jelde yiiriitiildii ve DNA'nin UV 15181 altinda goriilebilmesini
saglayacak bir madde ile boyandi. cDNA'y1 goriiniir kilmak icin interkalasyon ajani
olarak etidyum bromiir (EtBr) kullanildi. Elektrik akimi igeren alanda cDNA 6rnekleri
100 voltta 60 dakikaya kadar elektroforezlendi. PCR iiriin uzunlugu 310 b¢ olarak
kullanilmistir.

3.6.7. Gercek Zamanh PCR (RT-PCR)

Gergek Zamanli PCR teknigi, DNA baglayic1 boyalarin amplifikasyondan sonra
siirekli olarak kullanilmasina olanak tanir. SYBR Green bu tiir amagclar i¢in en sik
kullanilan renklendiriciler arasindadir. Cift sarmalli DNA bilesiklerine baglanir ve
floresan 151ma yayar. SYBR Green'in DNA'ya baglanma yogunlugu, hedef DNA ¢ift
sarmall1 hale geldiginde artar ve bdylece primerin baglanmasindan sonra gerceklesen

uzama asamasinda floresans emisyonunun arttig1 goriiliir.
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SYBR Green sadece c¢ift iplikli DNA’ ya baglanan bir boyadir. Primerlerin
baglanmasini takiben gerceklestirilen polimerizasyon asamasinda hedef DNA’nin ¢ift
sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan boya miktar1 artar ve buna bagl olarak
yayilan 1s1ma miktarinda artis gozlenir. SYBR Green boyasindan alinan 1simanin sinir
degeri agtig1 noktaya “Ct degeri” denilmektedir (Stephenson, 2010). Bu noktada hedef
DNA c¢ogalmaya baglamistir. Elde edilen floresanin istenen hedef bolgenin
amplifikasyonuyla m1 gergeklestigi, yoksa non-spesifik bir iirin mi oldugunu
anlayabilmek i¢in “melting curve” (erime egrisi) analizi yapilir. Ciinkii SYBR Green
belirli bir DNA molekiiliine baglanan 6zgiil bir boya degildir ve primer dimerleri gibi

tiim ¢ift iplikli DNA molekiillerine baglanabilmektedir (Buckhingam, 2007).

3.6.8. RT-PCR Bilesenleri

RT-PCR, RotorGene 5 plex (Qiagen, Almanya) cihazi kullanilarak g¢alisildi. XRCC2
gen ekspresyonu tayini igin RT2 SYBR Green ROX FAST Mastermix (Qiagen GmbH,
Almanya) reaksiyon karigimi kullanildi. Real-Time PCR reaksiyon karigimi Tablo 3.8’
de belirtilen miktarlarda buz tizerinde hazirlandi. Sonrasinda karistirilarak buz tizerine
alindi. RT-PCR reaksiyon karisimi mRNA ekspresyonununu hesaplamak icin gerekli
olan cDNA ve primerler disindaki PCR tampon, SYBR Green boya, DNA polimeraz

gibi diger tiim bilesenleri icermektedir.

Tablo 3.8 XRCC2 ekspresyon seviyelerini 6lgmek igin uygulanan RT-PCR

reaksiyon bilesenleri

No Bilesen Miktar (ul)
1 RT2 SYBR Green ROX FAST Master Mix 10.5

2 Ileri Primer (10 pM) 1

3 Geri Primer (10 uM) 1

4 RNAz/DNAz igermeyen su 155

5  cDNA (50 ng) 2.5

6 Toplam 30

cDNA RT-PCR reaksiyon karigimini igeren her tiipe eklendi. Tipler dikkatlice
karistirlldi, 12.000xg’” de 1 dakika santrifiij edildi ve tekrar buz iizerine konuldu.
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RotorGene 5 plex cihazinda kaydedilen program yiirtiildii (Qiagen, Almanya) (Tablo
3.9).
Tablo 3.9 XRCC2 ekspresyon seviyesini belirlemek icin RT-PCR kosullar1

No Asama Sicaklik (°C) Sure Dongu
1 Enzim aktivasyonu 94 10 dakika
2 Denattrasyon 94 10 saniye 40
X
3 Primer baglanma 59.2 40 saniye
4 Uzama 72 40 saniye

3.6.9. Istatistiksel Analiz

Bagil nicelik olciilen RT-PCR {i¢ kopya halinde gergeklestirildi. Degerler, XRCC2
icin esik dongiisii (Ct) olarak elde edildi ve housekeeping gen kullanilarak sirasiyla
normallestirildi. Timor ve normal Orneklerdeki XRCC2 ifadelerindeki bagil
degisiklikleri (housekeeping genine veya internal kontrole gore gen ifadesi) ayr1 ayri
hesaplamak igin 274t yontemi kullanildi. qRT-PCR sonuglaria gore dokular aras
istatistiksel karsilastirmada 224" formiilii kullamldi. Bu deger, kontrol drnegine
dayali olarak ilgili genin meme kanseri dokusundaki ekspresyon diizeyindeki artis ya
da azalis hakkinda bilgi verdi. Istatistiksel analiz igin SPSS 22.0 yazilimi (SPSS,
Chicago, ABD) kullanildi. Aragtirma verilerinin degerlendirilmesinde normal dagilim
gosteren parametrelere sahip iki grubun karsilastirilmasinda student's t testi kullanildi.

Istatistiksel anlamlilik p < 0.05' te kabul edildi.

3.7. Metilasyon Analizi

XRCC2 promotor bolgesinin  DNA metilasyon analizi, metilasyona duyarh
restriksiyon enzimi kesimi PCR (MSRE-PCR) kullanilarak yapildi. Bu ydntem
genomic DNA’ nin metilasyona duyarli restriksiyon enzimi ve gen spesifik primerlerle
PCR uygulamasina dayanmaktadir. Thermo Scientific EpiJET Metilasyon Analiz Kiti
(Mspl/Hpall) kullanilarak belirli bir lokustaki DNA metilasyon durumu
degerlendirildi. Metilasyona duyarli restriksiyon enzim kesimi, Epi Mspl ve Epi Hpall

(metilasyona kars1 farkli hassasiyete sahip izosizomerler) enzimleri ile 1 pg DNA’ nin

1 gece boyunca muamele edilmesi ile gergeklestirildi ve sonrasinda CpG adalari iginde

yer alan genomik parcalart ¢ogaltmak i¢in tasarlanmis gene spesifik primerlerle
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yapilan PCR ile Orneklerin amplifikasyonu gerceklestirildi. Primer3 yazilimi
kullanilarak XRCC2 geni i¢in primer tasarimi yapildi ve primer dizileri su sekildedir:
XRCC2-M ileri primer dizilimi: 5-TTGCTGCCATGCCTTACAGA-3',

XRCC2-M geri primer dizilimi: 5'- TGGATAGACCGCGTCAA-3".

Metilasyon ylizdesi ireticinin talimatlarina gore hesaplandi. Metillenmis bir numuneyi

adlandirmak i¢in %20'lik bir sinir degeri kullanildu.

3.8. XRCC2 Gen Etkilesimleri Analizi
GeneMANIA, gen fonksiyonunu tahmin etmek i¢in gercek zamanli bir ¢oklu iliski ag
entegrasyon algoritmasidir. XRCC2 geni ve Protein-Protein etkilesimi bu aragla

hesaplandi.
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BOLUM 4
BULGULAR

4.1. Total DNA Miktar ve Kalitesi ile Ilgili Bulgular

Meme kanseri hastalardan alinan meme tiimorlii dokulardan elde edilen total DNA
miktarlart ve DNA’ nin safli1 ile ilgili bilgi veren A260/280 oranlar1 Tablo 4.1° de
verilmistir. A260/280 orani saf DNA i¢in yaklasik 1.8 olmalidir. Bulgularimiz elde

edilen DNA’ larin saf olduklarini gosterir niteliktedir.

Tablo 4.1 Total DNA 6lgimu ve kalitesi

Ornek Ny 4 A260/280 | Ornek . nrasyon A260/280
ng/uL ng/uL

1 76 1.7 23 70 1.8
2 94 1.77 24 91 1.73
3 160 1.68 25 154 1.7
4 246 1.82 26 144 1.9
5 68 1.7 27 202 1.77
6 77 1.8 28 100 1.73
7 92 1.9 29 108 181
8 111 1.68 30 200 1.8
9 175 1.71 31 75 1.78
10 83 1.7 32 88 1.74
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11 96 1.9 33 83 1.77
12 72 1.8 34 107 1.66
13 169 1.66 35 89 1.85
14 93 1.7 36 92 1.8
15 78 1.81 37 196 1.9
16 99 1.7 38 93 1.8
17 72 1.72 39 88 1.75
18 163 1.6 40 75 1.68
Tablo 4.1 (devami) Total DNA 6lciimii ve kalitesi

19 200 1.58 41 70 1.81
20 301 1.7 42 126 1.7
21 150 1.81 43 158 1.72
22 85 1.8 44 95 1.8
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4.1.1 * Bu mutasyon meme kanserinde ilk kez bu ¢alismada gozlenmistir.

Tablo 4.2 Meme kanseri hastalarinda tanimlanan XRCC2 mutasyonlar1

SNP Ad1 Allel Degisimi Aminoasit Degisimi Molekiiler sonug Yorumu SIFT PolyPhen
Tahmini Tahmini
* c.134A>C p-Glu45Gly Yanlis anlaml Belirsiz 6nem Zararh NA
rs730882043 c.271C>T p-Arg91Trp Yanlis anlamli Belirsiz 6nem Zararl Muhtemel
zararli
rs140214637 c.283A>C p-Ile95Val Yanlis anlamli Belirsiz 6nem Tolere Iyi huylu
edilebilir
rs746142129 c.651 652del p-Cys217_Asp218delinsTer Cerceve Muhtemel NA NA
kaymasi:anlamsiz patojenik
rs769829135 c.582G>T p-Thr194 Sessiz Muhtemel iyi NA NA
huylu
rs569810249 c.181C>A p.Leu6llle Yanlig anlamli Belirsiz 6nem Zararlt Muhtemel
zararli
rs768232997 c-1G>A - 5’UTR Belirsiz 6nem NA NA
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4.3. Total RNA Miktar1 ve Kalitesi ile Tlgili Bulgular

Meme kanseri hastalardan alinan meme tiimor ve normal dokulardan elde edilen total
RNA miktarlart ve RNA’ nin saflig ile ilgili bilgi veren A260/280 oranlar1 Tablo 4.1°
de verilmistir. A260/280 oran1 saf RNA i¢in yaklasik 2 olmalidir. Bulgularimiz elde
edilen RNA’ larn saf olduklarini gosterir niteliktedir.

Tablo 4.3 Total RNA 06lgimu ve kalitesi

Ornek Konsantrasyon A260/280 | Ornek Konsantrasyon A260/280
ng/uL ng/uL
1IN 34.2 21 13N 57.2 2.1
1T 71.3 2.0 13T 86.3 1.9
2N 39.3 2.0 14N 71.1 2.0
2T 58.2 2.2 14T 73.9 2.0
3N 75.3 2.1 15N 78.0 2.0
3T 63.3 1.89 15T 172.9 1.9
4N 13.6 2.0 16N 45.3 1.7
4T 102.9 2.0 16T 59.0 1.8
SN 114.3 2.0 17N 99.8 1.9
oT 201.4 2.0 17T 54.8 2.0
6N 33.2 2.2 18N 87.2 1.9
6T 27.9 1.9 18T 89.2 2.0
7N 21.3 2.0 19N 914 2.0
T 36.9 2.0 19T 87.4 1.8
8N 98.1 2.0 20N 97.8 1.8
8T 87.4 2.0 20T 83.2 1.9
9N 1511 1.8 21N 85.9 2.1
oT 100.1 1.8 21T 76.6 1.9
10N 123.1 2.0 22N 98.5 2.1
10T 89.7 2.0 22T 43.9 2.0
1IN 39.8 2.0 23N 49.0 2.1
11T 202.4 2.0 23T 37.9 2.0
12N 233.5 2.0 24N 44.6 2.1
12T 38.1 2.0 24T 49.2 2.0
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Tablo 4.3 (devami) Total RNA 6l¢gimu ve kalitesi

Ornek Konsantrasyon A260/280 | Ornek Konsantrasyon A260/280
ng/uL ng/uL

25N 53.9 1.9 35N 87.3 2.0
25T 61.1 1.9 35T 73.7 2.0
26N 69.3 2.1 36N 68.2 2.0
26T 88.9 1.9 36T 163.9 2.0
27N 49.9 1.9 37N 46.2 2.0
21T 48.3 2.0 37T 93.2 1.8
28N 16.8 1.9 38N 71.8 1.99
28T 49.3 1.9 38T 57.2 2.0
29N 138.8 2.0 39N 81.3 1.92
29T 73.8 2.0 39T 78.2 1.89
30N 38.6 2.0 40N 36.8 1.9
30T 92.7 2.1 40T 98.7 2.1
31N 109.4 1.9 41N 38.2 2.0
31T 19.5 1.9 41T 29.1 2.1
32N 73.0 2.0 42N 41.1 1.99
32T 98.9 1.8 42T 36.3 2.0
33N 37.0 1.8 43N 37.1 2.1
33T 69.2 1.9 43T 92.4 2.1
34N 79.1 2.0 44N 87.1 2.0
34T 57.2 1.9 44T 81.2 2.1

4.4. XRCC2 Geni mRNA Ekspresyon Bulgular:

44 kanser hastasi icin XRCC2 geninin mRNA ekspresyon hizi hem normal dokular
hem de kanserli dokular i¢in yapildi. Ayrica, Sekil 4.1'de gosterildigi gibi normal
kontroller ve tiimdrler arasindaki karsilagtirmada her hastanin ekspresyon diizeyinin

farkli oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.1 XRCC2 geninin ACT' sine gore hem kontrol hem de tiimdrler igin

mRNA'nin ekspresyon orani.

4.4.1 RT-PCR Bulgular

Ifade diizeyi RT-qPCR ile degerlendirildi. Tiimér Srneklerinde XRCC2 geninin
ekspresyonunun normal doku 6rnegine gore dnemli Olgiide arttig1 tespit edildi. Bu
verileri istatistiksel olarak ¢ok Onemli bulunmus (p<0,0001) ve RT-gPCR
degerlendirmesinin XRCC2 gen ekspresyonunun énemli dl¢lide arttrimasinin anlamli
oldugu seklinde degerlendirilmistir. Sekil 4.2, hem normal kontrollerde hem de
timorlerde  mRNA'min ekspresyon seviyesinin istatistiksel sonuglarini ortaya
koymaktadir. RT-PCR sonucu elde edilen amplifikasyon egrisi ise Sekil 4.3” de;
primerlere dogru baglanmanin gerceklestigini ve yapilan analizin giivenirliligini
ortaya koyan erime egrisi grafigi Sekil 4.4” de yer almaktadir. Erime egrisinin tek tepe
degree sahip olmasi primer dimerlerinin olmadigi ve doogru bolgeden baglandigini

ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.3 XRCC2 ekspresyonunun RT-PCR daki amplifikasyon egrisi
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Tablo 4.4 Katilimcilarin yas ile XRCC2 gen ekspresyonu arasindaki iliski ile ilgili

bulgular

Yas Say1 XRCC2 Farkhliklarin Farkhhiklarin  Farkhhiklarn
(yil) (%) Ekspresyonu

(p-degeri) ortalamasi SD degeri SEM degeri

<40 13 0.8149 0.050 0.7832 0.2093
(29.54)
40-55 20 0.0392 0.0280 0.5653 0.1264
(45.45)
> 56 11 0.0191 0.3200 0.3553
(20.45) 0.1123

0.00

V) 73 74 75 6 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 a7 88 89 0 91 82 93 84 95 %6 a7

Sekil 4.4 XRCC2 ekspresyonunun RT-PCR daki erime egrisi
4.4.2 istatistiksel Analiz Bulgulari
XRCC2 ekspresyonunun istatistiksel onemi yasa (Tablo 4.3), kanser derecesine (Tablo
4.4) ve meme kanseri tiirlerine (Tablo 4.5) gore degerlendirilmistir.SEM:

Ortalamalarin standart hatasi, SD: Ortalamalarin standart sapmasi

XRCC2 ekspresyonundaki artis 40-55 yas ve > 56 yas grubunda istatistiksel olarak
anlaml1 bulundu (p<0.05). Ancak 40 yasin altindaki kanser hastalarinda azalmanin
anlaml1 olmadig1 gorilmiisttir (p>0.05). Ayrica meme kanseri derecesi 11 ve III olan
hastalarda XRCC2 ekspresyonunun dnemli 6l¢ude arttigi bulundu (p<0.05). Ancak

kanser derecesi | olan hastalardaki azalma istatistiksel olarak anlamli ¢itkmamustir.
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Kanser Say1 XRCC2 Farkhliklarn Farkhbklar1 Farkhhklarn

evresi (%) Ekspresyonu n ortalamast n SD degeri SEM degeri
(p-degeri)
I 9 (20.45) 0.8273 -0.06667 0.8874 0.2958
I 18 (40.9) 0.0013 0.3722 0.4099 0.09661
i 17 0.0051 0.2412 0.5789 0.1404
(38.63)

Tablo 4.5 Katilimcilarin meme kanser evresi ile XRCC2 gen ekspresyonu arasindaki
iliski ile ilgili bulgular
SEM: Ortalamalarin standart hatasi, SD: Ortalamalarin standart sapmasi

Tablo 4.6 Meme Kanseri tiirii ile XRCC2 gen ekspresyonu arasindaki iligki ile ilgili

Meme Say1 XRCC2 Farkhliklarin Farkhhklarin Farkhhiklarn
kanseri (%)  Ekspresyonu . 9 o .
HirG (p-degeri) ortalamasi SD degeri SEM degeri
Invaziv 22 (50) 0.0006 0.3682 0.4247 0.09055
duktal

karsinom

Medullar 10 0.8088 0.0500 0.6346 0.2007
benzeri  (22.72)

karsinom

Matriks 12 0.6647 0.1083 0.8426 0.2432
Ureten (27.27)
metaplasti

bulgular

SEM: Ortalamalarin standart hatasi, SD: Ortalamalarin standart sapmasi
Invaziv duktal karsinom tipinde XRCC2 ekspresyonunun artist anlamli bulundu
(p<0.05). Ancak bu artig Karsinoma Mediiller benzeri ve Matriks iireten metaplastik

hastalarda anlaml1 degildi (p>0.05).

4.5. XRCC2 Geni Metilasyon Bulgulari
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Bu calismada, patofizyolojik ve prognostik 6nem baglaminda insan meme kanserinde
secilen DNA onarim geni XRCC2'min DNA metilasyonu arastirildi. Timor
dokusundaki genel metilasyon oranlart XRCC2 geni i¢in %7 bulundu. Ancak XRCC2
promotor metilasyonuna dair bir kanit bulunamadi. Metilasyon analizinde kullanilan
kesim enzimleri ile muamele sonucu elde edilen DNA fragmentlerine ait jel gorintUsu
Sekil 4.5” de yer almaktadir. Yine Sekil 4.6’ da XRCC2 geni metilasyon analizinin
kantitatif olarak gosterimi bulunmaktadir. Mspl ve Hpall ile kesilen 6rnekler

arasindaki ct farkinin anlaml ve 4,7'den az (kismen metillenmis) oldugu hesaplanda.

Son olarak formiil kullanilarak gen metilasyon yiizdesi %7 olarak hesaplandi.

Sekil 4.5. Genomik ve kontrol DNA’ nin Epi Mspl ve Epi Hpal ile kesimi (1. dizi:
Kesilmeyen genomik DNA, 2. dizi: Epi Hpal ile CpG metillenen kontrol
pUC19/Smal DNA, 3. dizi: Epi Mspl ile CpG metillenen kontrol
pUC19/Smal DNA, 4. dizi: Kesilmeyen Genomik DNA ve plasmid
control, 5. dizi: Epi Mspl ile metillenmeyen control pUC19/Smal DNA, 6.
dizi: Kesilemeyen genomik DNA)
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Sekil 4.6 Kantitatif XRCC2 metilasyon durumu. Yesil egri "Kesilmemis DNA" y1,
Noktal1 egri "Epi Hpall ile Kesilmis DNA" y1 ve Kesikli ¢izgi "Epi Mspl
ile Kesilmis DNA” y1 gosterir.

4.6. XRCC2 Gen Etkilesim Bulgular:
GeneMANIA veri tabanm1 kullanilarak XRCC2 geninin etkilesimde oldugu genler ve
protein-protein etkilesimi Sekil 4.7° de verilmistir. Tablo 4.6’ da ise XRCC2’ nin

etkilesimde oldugu bu genlerin a¢iklamasi yer almaktadir.
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Firziksel Etkilesirmlaer
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Tahmin edilen
Ortak lokalizasyon
Genetik Etkilesimler
Yolak

Pawylasilan protein domainleri

Sekil 4.7 XRCC2 gen etkilesimleri
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Tablo 4.7 XRCC2 ile etkilesimi bulunan genlerin tanimlamasi

Genler Tanmm

XRCC2 X-151n1 onarimi ¢apraz tamamlayici 2
RAD51D RADS51 paralog D

RAD51B RADS51 paralog B

RAD51C RADS51 paralog C

RAD51 RADS51 rekombinaz

XRCC3 X-151n1 onarimi ¢apraz tamamlayici 3
HELQ helikaz, POLQ benzeri

BLM BLM RecQ-benzeri helikaz
AC004223.3 RAD51L3-RFFL okumasi

DMC1 DNA mayotik rekombinazl

TERT Telomeraz ters transkriptaz

WFDC1 WAP dort-disilfit merkez domain 1
MRPL50 mitokondriyal ribozomal protein L50
CEP295 sentrozomal protein 295

SPC25 NDCB80 kinetokor kompleksi bileseni
PRR11 Prolin zengin gen 11

PLEKHAS A5 igeren pleckstrin homoloji domaini
ZNF721 Cinko parmak proteini 721
ZMYNDS8 8 iceren ¢inko parmak MYND tipi
SORT1 Sortilin 1

ZNF107 Cinko parmak proteini 107
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BOLUM 5
TARTISMA ve SONUC

Meme kanseri kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirtidiir. Dinya genelinde her
yil yaklasik 2,3 milyon yeni meme kanseri vakasi tespit edilmektedir. Meme kanseri
i¢cin risk faktorlerinin prevalansi oldukga yiiksektir ve hem degistirilebilir hem de
degistirilemeyen faktorleri kapsamaktadir (Sung H vd, 2021).

Coklu genetik mutasyonlarin meme kanserine kars1 artan duyarlilikla giiglii bir sekilde
iliskili oldugu tespit edilmistir. BRCA1 ve BRCA?2 gii¢lii bir penetrasyona sahip iki
onemli gendir. ATM, PALB2, BRIP1 veya CHEK2 gibi ¢esitli DNA onarim
genlerinin BRCA genleriyle etkilesime girdigi ve meme kanseri gelisiminde rol
oynadig1 gosterilmistir.

Bununla birlikte, bu genler BRCA1 veya BRCA2 ile karsilastirildiginda daha diisiik
derecede etkiye (orta diizeyde penetrasyon) sahiptir (Shiovitz vd, 2015). Polonya'da
yapilan arastirmalarda, XRCC2 genindeki mutasyonlarin meme kanserine kars1 daha
yuksek duyarlilikla baglantili olabilecegini 6ne siiriilmektedir (Park vd, 2012).
XRCC2 geni, homolog rekombinasyon ad1 verilen bir siire¢ yoluyla hasarli DNA' nin
onarilmasinda rol oynayan proteinler iireten RADS51 gen ailesinin bir pargasidir. Bu
genler; RAD51B (RADS51L1 olarak da bilinir), RAD51C (RAD51L2 olarak da
bilinir), RAD51D (RAD51L3 olarak da bilinir), XRCC2 ve XRCC3 genleridir. Her
biri amino asit dizilimlerinde RADS1 ve birbirleriyle yaklasik %25 benzerlik
gostermektedir (Miller vd, 2004). Tiim RADS1 paraloglari, homolog rekombinasyon
yoluyla DNA ¢ift sarmal kopmalarinin etkili bir sekilde onarilmasi i¢in gereklidir.
Herhangi bir paralog azaldig takdirde homolog rekombinasyonun sikliginda dikkate
deger bir diisiis olmas1 muhtemeldir. XRCC2, dort parcali bir kompleks olusturmak
icin ilgili U¢ paralog olan BCDX2 (RAD51B-RAD51C-RAD51D-XRCC?2) ile birlesir.
Ek olarak iki paralog, CX3 (RAD51C-XRCC3) adi verilen ayri bir kompleks
olusturur. Bu iki kompleks, homolog rekombinasyonel DNA onariminin farkl
asamalarinda islev  gormektedir., BCDX2 kompleksi, RADS51'in  hasar

bolgelerindetoplanmasindan veya stabilizasyonundan sorumludur (Chun vd, 2013).
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BCDX2 kompleksi, RADS51 niikleoprotein filamaninin  olusumunu veya
dayanikliligini artirmada role sahiptir.

44 meme kanseri hastasinda ylriitiilen bu calismamizda XRCC2 geninde olusan
mutasyonlar NGS yontemiyle arastirildi. Bu yontemin uygulanmasinin ardindan séz
konusu gende 7 adet mutasyon tespit edildi. Bu mutasyonlarin tiimii heterozigot olarak
bulundu. Patojenite agisindan bu mutasyonlardan 5'i belirsiz 6neme sahip bulunnurken
(c.134A>C, c.271C>T, c.283A>C, c.181C>A, c.-1G>A (S5UTR varyant1));
€.651_652del mutasyonu ise muhtemel patojenik ve ¢.582G>T ise muhtemel iyi huylu
olarak tespit edildi. Calismamiza parallel olarak Park ve arkadaslari tarafindan
yiiriitiilen poptiilasyona dayali vaka kontrol mutasyon tarama arastirmasinda, 1.308
erken baslangicli meme kanseri vakasinda patojenik olmast muhtemel 6 kodlama
varyasyonu tespit edildi. Buna karsilik 1.120 kontrolde hi¢bir varyant bulunamadi. Bu
varyantlarin 6nem derecesi p < 0,02 olarak belirlendi. Ayrica birden fazla vakanin
oldugu 689 ailede ek mutasyon taramasi yapildi ve meme kanserinden etkilenen on
ailenin, XRCC2 geninde protein kesen veya muhtemelen zararli, yaygin olmayan
yanlis anlamli mutasyonlara sahip oldugu belirlendi. XRCC2' nin bireyleri meme
kanserine karsi daha duyarli hale getiren bir gen olarak tanimlanmasi, homolog
rekombinasyon-DNA onarimi ve Fanconi anemisindeki islev bozukluguyla baglantili
meme kanseri sayisini artirmaktadir (Park vd, 2012).

c.134A>C mutasyonu bu popiilasyonda bulunan belirsiz 6neme sahip degiskenlerden
biridir; XRCC2 geninin kodlayict ekson 3'iinde yer alan p.Glu45Gly varyanti
(c.134A>C olarak da bilinir), 134. niikleotit pozisyonunda A'dan C'ye bir degisimden
kaynaklanir. Kodon 45'teki glutamik asit, farkli 6zelliklere sahip amino asit olan glisin
ile degistirilir. In-silico testlerinin sonuglar1 su sekildedir; bu amino asit pozisyonu
korunmus ve zararhidir. Bu varyant hatalidir ve kalitsal kansere yatkinlik sendromu,
neoplastik sendromlar, kalitsal kansere yatkinlik sendromu, timor yatkinligi vb.
durumlarla iligkilidir. Bu mutasyon, yanlis anlamli dogas1 ve temel genetik yapisi
nedeniyle bu gende ilk kez rapor edilmistir. Proteinin aminoasit dizisinde yarattiZi
degisiklikler nedeniyle bu proteinin fonksiyonunun bozulmasi beklenen
sonucalrdandir. XRCC2 geni iizerinde tespit edilen bu mutasyon bu ¢alisma ile ilk kez
ortaya konmustur. Calismamiz bu yoniiyle 6zgiin olup literature XRCC2 geni ile ilgili
yeni bir mutasyon verisi kazandirma &zelligine sahiptir. Baska bir mutasyon, cDNA
seviyesinde XRCC2 c¢.271C>T, protein seviyesinde p.Arg91Trp (R91W) olarak

gosterilir ve bir argininin triptofana (CGG>TGG) degismesiyle sonuglanir. Bu varyant
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meme kanseri ailelerinde gozlenmistir; ancak bir ailede kanserle tamamen
ayrilmamistir (Park vd, 2012). Silico analizleri bu varyantin muhtemelen protein
yapisina ve islevine zarar verdigini ongormektedir. Bu degisiklik, onemli meme
kanseri dyklsi olan iki Kafkasyali ailede rapor edilmistir (Hilbers vd, 2012). Bu
degisikligin ayrica, iic tamamlama testinin ikisindeki performansina dayali olarak
XRCC2-DNA onarimi eksik fenotipleri geri yiikleme konusunda orta derecede bir
yetenege sahip oldugu da gosterilmistir (Hilbers vd, 2012). Bu degisiklik, Birlesik
Krallik'ta 13087 meme kanseri vakast ve 5488 kontrol bireyi iizerinde yapilan bir
calismada en az bir meme kanseri hastasinda rapor edilmistir (Kluzniak vd, 2019).
Bizim ¢alismamizda ise yapilan in silico analizler neticesinde bu mutasyon yanlis
anlamli, belirsiz 6neme sahip muhtemel zararli olarak tespit edilmistir. Bu amino asit
pozisyonu mevcut omurgali tiirlerinde yiiksek oranda korunmustur. Ek olarak, bu
degisime iligkin in silico tahminler kesin olmamakla beraber su anda destekleyici
kanitlar sinirl oldugundan, bu degisikligin klinik 6nemi belirsizligini korumaktadir.
c.283A>C bu caligmada gozlemlenen bir diger varyanttir. Bu mutasyon, 95.
pozisyondaki izol6sin amino asidinin valin amino asidi (p.lle95Val) ile yer
degistirmesini igerir. Park ve ark. tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada bu mutasyon bir
erkek meme kanseri 6rneginde tespit edilmistir. Calismada bu degisikligin oldukca
zararsiz bir yanlis anlamli mutasyon oldugu rapor edilmistir (Park vd, 2012). Bizim
calismamizda da Park vd.” nin bulgularina parallel olarak muhtemel iyi huylu yanlis
anlamli belirsiz 6neme sahip bir mutayson olarak tespit edilmistir.

XRCC2 geninin 3. ekzonunda yer alan c.651 652delTG varyanti, 651 ila 652
niikleotid konumlarindaki iki niikleotidin delesyonundan kaynaklanir ve 6ngdriilen bir
alternatif stop kodonu (p.C217%*) ile translasyonel bir ¢erceve kaymasina neden olur.
Bu cerceve kaymasi, XRCC2' nin 3' terminalinde meydana gelir, anlamsiz mRNA
bozunmasini tetiklemesi beklenmez ve proteinin yalnizca son 64 amino asidini etkiler.
cDNA tamamlama analizlerini kullanan fonksiyonel calismalar, bu degisikligin,
XRCC2 eksikligini onarma yeteneginde kismi bir kayipla (yabanil tipin %31')
sonuglandigin1 gostermektedir. Bu dizi degisikligi, XRCC2 geninde erken bir
translasyon durdurma sinyali (p.Cys217*) olusturur. Ek olarak p.C217*, erken
baslangicli meme kanseri ve erkek meme kanseri olan bireyler de dahil olmak tzere
birgok kalitsal meme ve/veya yumurtalik kanseri kohortunda rapor edilmistir (Park vd,
2012, Golmard vd, 2017). Sonlanma kodonuna yol agan bu mutasyonun yaptigimiz

analizlerle literature paralel olarak muhtemel patojenik oldugu ortaya konulmustur.
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Tek niikleotid degisikligi olan ¢.582G>T, ClinVar veri tabaninda olas1 patojenik
olarak smiflandirilmistir ve ekson 3'iin kodlama bdlgesinde yer almaktadir. Sessiz
mutasyonlar olarak siniflandirilir ve amino asit dizisinde herhangi bir degisiklige yol
acmaz. Bu tip mutasyonun popiilasyondaki sikliginin ¢ok diisiik oldugu, dolayisiyla
her 100.000 kisiden 1 kiside bu mutasyonun goriildiigii bildirilmektedir. Bizim
calismamizda ise yapilan analizler sonucu bu sessiz mutasyon muhtemel iyi huylu
olarak yorumlanmis patojenik veri elde edilmemistir. Sessiz bir mutasyon olmasi
sebebiyle bu sonucu bulmus olmamiz muhtemeldir ancak ¢.582G>T mutasyonunun
roliiniin tam olarak ortaya konabilmesi i¢in daha fazla kohortlu ¢alismalara ve farkli
timor orneklerinde test edilmesine ihtiyag duyulmaktadir.

Diger bir dizi degisikligi olan c.181C>A, XRCC2 proteininin (p.Leu61lle) 61.
kodonunda notr ve polar olmayan l6sinin yerini nétr ve polar olmayan izoldsin ile
degistirir. Bu varyant popiilasyon veritabanlarinda mevcuttur (rs569810249,
genomAD %0,02). Bu yanlis anlam degisikligi meme kanseri ve mide kanseri olan
bireylerde gozlemlenmistir (Park vd, 2012, Lu vd, 2015). Deneysel ¢alismalar, bu
yanlis anlam degisikliginin XRCC2 fonksiyonunu biiyiikk 6l¢iide etkilemedigini
gostermistir (Hilbers vd, 2016). Losin ve izoldsin benzer 6zellikleri paylastigindan, bu
konservatif bir amino asit degisimi olarak kabul edilir. XRCC2 Leu6llle, tiirler
arasinda korunan ve bilinen bir fonksiyonel alanda bulunmayan bir pozisyonda
meydana gelir. In silico analizleri, bu varyantin protein yapist ve fonksiyonu
tizerindeki etkisi konusunda tutarsizdir. Ancak bizim ¢aligmamizda yapilan in silico
analizlerde bu mutasyonun muhtemel zararli oldugu ortya konulmustur.

c.-1G>A varyanti, XRCC2 geninin 5' kodlanmayan boélgesinde (5'UTR) bulunur. Bu
varyant, birinci kodlanmis kodondan yukari yonde bir G'den A'ya 1 bazinin
degistirilmesinden kaynaklanir. Bu degisiklik Park vd (2012) tarafindan yapilan
calismada 1/1308 erken baslangicli meme kanseri hastasinda ve 0/1120 kontrolde
tespit edildi (Park vd, 2012). Bizim ¢alismamizda da NGS ile meme tiimorlerinde
tespit edilen bu mutasyon belirsiz 6neme sahip olarak bulunmustur. Niikleotid dizisi
hizalamasina bagli olarak, bu niikleotid konumu mevcut omurgal tiirlerinde iyi
korunmustur. Halen destekleyici kanitlar sinirli oldugundan, bu degisikligin klinik
Oonemi belirsizligini korumaktadir. Yapilacak genis kohortlu ¢caligmalarla bu bulgularin
desteklenmesi onerilebilir. XRCC2' nin gen ekspresyonu degisikligi RT-qPCR

yontemiyle yapildi ve veriler ACT yontemiyle analiz edildi. Sonuglar, timor
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orneklerinde bu genin ekspresyon seviyesinin, komsu saglikli dokuya kiyasla 6nemli
ol¢iide arttigini gosterdi.

Bu genin rejeneratif rolii géz dniline alindiginda, tiimor olusumu siirecinde ekspresyon
diizeyinin azalmasi ve timor baskilayici bir yapiya sahip olmasi beklenmektedir.
Ancak bu caligma, bu genin meme kanserinde asir1 eksprese edildigini ve onkogenik
bir yap1 olarak kabul edilebilecegini gosterdi. Calismamizdaki bu bulgulara paralel
olarak daha 6nce yapilan ¢alismalar XRCC2 geninin glioblastomada (Liu vd, 2021),
kolorektal (Xu vd, 2014), yumurtalik kanserinde (Liu vd, 2021), meme kanserlerinde
(Mohamed vd, 2021) ve hepatoselliller karsinomda (Zhou vd, 2021) asir
ifadelendigini gostermistir. Verilerimizle celiskili olarak, XRCC2' nin lenf nodu
metastatik meme kanseri dokusunda baskilandigr ve ifade seviyesinin azaldigi
bildirilmistir (Bashir vd, 2014). Bu farkliligin kanserin olustugu dokunun cesitliligi ile
ilsikli oldugu diisiiniilebilir. XRCC2 gen ekspresyonu artist bizim g¢aligmamizda
ozellikle invaziv duktal meme karsinomunda gozlenmistir. Bashir vd, tarafindan
yapilan ¢alismada meme knaseri tiiriintin farkli olmasi her iki ¢alisma arasinda farkl
sonuclar ortaya cikarmis olabilir. Ayn1 zamanda XRCC2 geninin kanserlesme
stirecindeki roliinlin (onkogenik ya da timor baskilayict olarak) tam olarak
anlasilabilmesi i¢in daha fazla kanser ¢esidinde arastirlmasi 6nerilmektdir

XRCC2 geni DNA onariminda 6nemli bir rol oynadigindan, fonksiyonundaki
herhangi bir kusur, mutasyon oranint ve DNA yapisindaki kusurlar artirabilir, bunun
sonucunda yasin artmastyla ve DNA icerigindeki mutasyon sayisinin artmasiyla
birlikte, ¢esitli kanser tiirlerinin ortaya ¢ikmasi beklenen sonuglardandir. Bu ¢alismada
13 hasta 40 yas alt1, 20 hasta 40-55 yas aras1 ve 11 hasta 55 yas iizerinde olup, sonuglar
40 yas Ustii hastalarda bu genin artan ekspresyonu ile anlaml bir iliski oldugunu
gosterdi (p=0,0392). Literatiir tarandiginda meme kanseri yas faktorii ile XRCC2
ekspresyon seviyesi arasinda istatistiksel analiz yapilan bir calismaya rastlanmamustir.
Calismamiz bu yoniiyle 6zgiindiir.

Gen ekspresyonu ile hastaligin derecesi arasindaki iligkinin degerlendirildiginde
anlaml bir iliski oldugu bulundu. I. evre ile genin ekspresyonundaki artis arasinda
anlamli bir iligki gbézlenmezken (p=0,8273) II. ve III. evredeki hastalarin gen
ekspresyonundaki artis ile hastalik evresi arasinda anlamli iligki gozlendi (sirasiyla
p=0,0013 ve p=0,0051). Benzer sekilde yumurtalik kanseri goriilen hastalarda yapilan
bir ¢alismda XRCC2 geni ekspresyonu ile III. evre tiimorler arasinda anlamlr iligki

bulunmustur (Liu vd, 2021). Bu bulgulara gore hastaligin ilerlemesiyle birlikte bu
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gendeki yapisal degisikliklerin muhtemelen ekspresyonunda artisa yol acacagi

¢ikarimi yapilabilir.

22 invaziv duktal karsinom vakasi, 10 medullar benzeri kasinom vakasi ve 12 matriks
iireten metaplastik vakasi dahil edilen bu ¢alismada, gen ekspresyonu ile meme kanseri
tirii arasindaki iliskinin degerlendirildirildiginde invaziv duktal karsinom tipi ile
XRCC2 geni ekspresyonu arasinda anlamli bir iligski goriildii (p=0,0006). Ancak
Amerikan Kanser Dernegi' nin istatistiklerine gére meme kanseri vakalarinin ¢ogunun
(%80) invaziv duktal karsinom oldugu dikkate alindiginda elde ettigimiz sonucun
dogrulugu muhtemeldir. Bununla beraber literatiir tarandiginda meme kanseri timor
cesidi ile XRCC2 gen ekspresyonu arasindaki iliskiyi konu alan bir c¢alismaya
rastlanilmamis olmasi bu verinin ¢alismamizin 6zgiinliigiinii ortaya koymaktadir. Bu
yoniiyle ¢alismamiz meme timor ¢esidi ile XRCC2 gen ya da protein ekspresyonlari
arasinda yapilacak mem kanserinin molekiiler alt yapisininin daha iyi anlagilmasini
sasglayacak ileriki calismalar i¢in 6n ¢alisma niteligi tasimaktadir.

DNA metilasyonu, 5'-C-fosfat-G-3" (CpG) niikleotid sekansindaki sitozin bazina bir
metil grubunun eklenmesini igeren epigenetik bir islem olup 6zellikle bir genin
promotdr bolge metilasyonunun tespiti kanser tanisinda kullanilan biyobelirtegler
arasinda yer almaktadir (Bouras vd, 2019; Murata vd, 2002). Bu goriisten yola ¢ikarak
XRCC2 geni promotdr bdlgesinin metilasyon durumunu inceledigimizde promotor
bolgede metilasyona rastlanmamistir. Genel olarak genin usuturulmasi sonucunu
doguran protmotor metilasyonunun gozlenmemsi ¢aligmada XRCC2’ nin artan gen
ekspresyonu ile ilsikiliendirilebilinir.  Gen  promotdriindeki  metilasyon,
ekspresyonundaki azalmayla dogrudan iliskili oldugundan, promotdr metilasyon testi
sonucu, gen ekspresyonundaki artisla dogrudan iligkili olan metilasyonda anlamli bir
degisiklik gostermemistir. Ancak Kluzniak vd, (2019) tarafindan yapilan bir calismada
54 rahim agz1 kanseri vakasinin 52'sinde XRCC2 geninin promotor bolgesinde
hipermetilasyona sahip oldugu bildirilmistir. Yine benzer sekilde Paulikova vd,
(2013), XRCC2 genindeki promotdr hipermetilasyonu ile I11. ve 1V. evrelerde rahim
agz1 kanseri olan bireyler arasinda giiclii bir korelasyon tespit etmistir (p = 0.0357).
Bu kesif, radyasyona maruz kalan hastalarda ge¢ hasari tahmin etme potansiyeli
tagimaktadir (Paulikova vd, 2013). Literatiirdeki bulgular ile bizim bulgularimizin
cakismasinda farkli tiimor tiirlerinin analiz edilmis olmasi ya da g¢alisilan 6rnek

sayisinin yetersiz olmasi etkili olabilir. Kanser riskindeki artis, XRCC2 kaybindan
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kaynaklanan iki iyi bilinen epigenetik faktdre baglanmaktadir. Bunun bir 6rnegi,
EZH?2 proteininin artan iiretimi nedeniyle XRCC2' nin epigenetik baskilanmasina yol
acan XRCC2 gen promotdr bolgesinin metilasyonudur. Homolog rekombinasyonel
onarimdaki azalmaya ve XRCC2 gibi RADS1 paraloglarinin baskilanmasina, EZH2
ifadesinin artan regiilasyonu eslik eder. Meme kanserinde %40 ile %75 arasinda
degisen yiiksek EZH?2 proteini seviyeleri gézlemlenmistir (Hridy vd, 2020).

In-silico analizinin sonuglari, bu genin, cogunlukla DNA hasarina tepki olarak onarim
siirecine dahil olan bir¢ok gen ile fiziksel olarak etkilesime girdigini ve bu genlerle
ortak ifadeye sahip oldugunu gosterdi. Greenhough vd, (2023) tarafindan yapilan
calismada bizim de in silico analiz yoluyla iliskili buldugumuz RAD51B, RAD51C,
RADS51D ve XRCC3 genleri ile etkilesimde olup DNA hasar1 tamirinde sinerjistik bir
etki olusturduklari bildirilmistir (Greenhough vd, 2023). Yine Li vd, (2021) tarafindan
yapilan calismada DMCI ile iligkili oldugu ortaya konmustur (Li vd, 2021).

SONUC VE ONERILER

- XRCC2 geni, NGS yontemiyle gen dizilimi kontrol edilmis, 7 mutasyon bulunmus
olup bu mutasyonlarin tamami heterozigottur.

- Patojenite agisindan bu mutasyonlardan 5'i belirsiz 6neme sahip olup, bunlar arasinda
€.134A>C, c¢.271C>T, c.283A>C, c.181C>A, c.-1G>A (SUTR varyant1) yer
almaktadir.

- €.651_652del mutasyonu muhtemel patojeniktir ve ¢.582G>T muhtemel iyi
huyludur.

- ¢.134A>C ilk kez meme kanserinde bu calismada rapor edilmistir.

- Promotor metilasyonu degerlendirildiginde metilasyonda anlamli bir degisiklik tespit
edilemedi. Meme tiimorii ile XRCC2 geninin metilasyonu arasindaki iligkinin
dogrulanmasi i¢in ileri analizlerin yapilmasi dnerilmektedir.

-Gen ekspresyonunun RT-qPCR yontemiyle incelenmesi, tiimor grubunda saglikli
gruba gore anlamli bir ifade artis1 oldugunu gosterdi.

- Yas, hastalik derecesi ve meme kanseri tiirii ile artan gen ekspresyonu arasinda
anlaml bir iliski oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen sonuclara ve daha 6nce yapilan ¢aligmalara dayanarak bu genin onkogen
olarak siniflandirilabilecegi ileri siiriilebilir. Bu genin onarim fonksiyonu géz oniine
alindiginda, meme kanserinde potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi

beklenebilir. XRCC2 geninden meme kanseri erken tanisinda biyobelirteg olarak ve
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tedavide aday hedef gen olarak yararlanabilmek i¢in daha fazla ileri diizey ¢aligmalara

ve klinik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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