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TESEKKUR

Calismamin gergeklestirilmesinde her tiirlii olanag: saglayan Tibbi Biyolojik
Bilimler B6liimii Baskani Prof. Dr. Turgut Uluntin’e Genetik Ana Bilimdali Bagkam
Do¢. Dr. Seniha Hacihanefioglu’na ve tezimin gergeklesmesinde bana en biiyiik destegi
veren ve akademik kisiligimin gelimesinde en biiyiik pay sahibi olan hocam ve aym
zamanda damgmanim olan degerli ve sevgili hocam Dog. Dr. Nur Sayhan’a

Deneylerim strasinda ikinci bir kigiye ihtiyacim olduunda her zaman yanunda
olan Aras.gor. Asiye Kasapoglu’na

Hasta teminini saglayan Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Medikal Onkoloji Doktor ve
Cahsanlarna

Tezimi yazarken ne zaman bilgisayarimla bagim derde girse, bilgisayarlar
hakkindaki engin bilgisiyle beni kurtaran Selim Yilmaz’a
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Ismet Acar ve Artvinliler Hizmet Vakfi ve galisanlarina

Ve tiim hayatim boyunca maddi manevi desteklerini higbir zaman esirgemeyen
Sevgili Aileme tesekkiirii bir borg bilirim



1-GIRIS VE AMAC

Kanser terimi tek bir hastahik adi olmayip temel nedeni, kontrolsiiz biiyiime olan
habis tiimérlerin tiimiine verilen addir ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi sonucu bir kitle
haline gelen tiim6r kendini saran komgu hiicrelere de saldirirak hastalifin ileriki
evrelerinde tiim viicudu Mmm)(68)

Kanser, Onemli bir saghk problemli olmasmna kargin ¢ocukluk déneminde sik
goriilen bir hastalik tiirii degildir(68). Buna karsilik, yapilan istatistikler kanserin her iig
erigkinden birini etkiledigini, tiim Sliimlerin % 20 kadarina neden oldugunu ve geligmig
iilkelerde tedavi giderlerinin yaklagk % 10’luk kismim alip gotiirdiigiini
gostermektedir(68). |

Kanserin genetik ve ¢evresel faktdrlerin etkisi altinda gelistigi bilinmekle birlikte
bazi kanser tiirlerinin olusmasinda g¢evresel faktdrler daha dne g¢ikmaktadir(29,32,68)
Fakat  hangi faktSr etkili olursa olsun tiim kanser tlirlerinin somatik hiicrelerde
meydana gelen mutasyonlar sonucu olustugu ve bu mutasyonlarin da bir seri genin
ekspresyonunu etkiledigi bilinmektedir(68)

Kanser olusumunda yer aldig1 bilinen iki gen grubu bulunmaktadir. 1)Tiimér
baskilayici genler 2)proto-onkogenler(9,32,68) Etiyolojisinde tiimdr baskilayici genlerin
yer aldig1 bilinen kanser tiirlerinden biri de meme kanseridir.(1,2) Bu tiimér baskilayici
genler BRCA1 ve BRCA2 genleridir.(3,4,32) Bu iki genin 6zellikle ailesel meme
kanserlerinin gelisiminde etkin oldugu yapilan aragtirmalarla g&sterilmigtir (12,13,17).

Kalitsal kanserlerde yer alan genlerdeki 1.mutasyon ailesel olarak kalitilirken 2.
mutasyon dofumdan sonraki donemlerde smirli sayidaki somatik hiicrede meydana
gelir. Bu tiir kanserler ailesel olmayan kanserlere giire ¢ok daha erken dénemde ortaya
¢1kar(30,63,66) Yapilan aragtirmalarla iki genin; 6zellikle ailesel meme kanserlerinin
geligiminde etkin oldugunu géstermistir.(12, 13, 17)



Calismanin amaci; ailesinde 1 den fazla meme veya over kanseri olan ve 35 yag
altinda meme kanseri teshisi konulan kadinlarda BRCAI1 genindeki degisimleri
belirlemek amaciyla PTT yéntemini rutinde kullanima uyarlamaktir, Bdylece meme
kanseri riski tagiyan kigilerin daha 6nceden belirlenip gbzlem altinda -tutulmalarim
saglamak amaglanmistir,

Bu amagla ¢alismada 1998 — 1999 yillar1 arasmda 1.0 Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Medikal Onkoloji polikliniZine bagvuran 35-40 yag alt1 , ailesinde birden fazla meme
veya over kanseri olan 8 hasta ve yakinlarinin, BRCA1 geni PTT testi ile incelenmistir.



2-GENEL BILGILER

Kanser , kisaca kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve gelismesi olarak adlandirilan ,
karmagik bir seri hiicresel mekanizmanm normalden farkli ¢aligmast sonucu ortaya
¢ikan bir olgudur (9,32,68). Kanserin somatik hiicrelerdeki mutasyonlar sonucu
olustugu ve bu mutasyonlarm da bir seri genin ekspresyonunu etkiledigi
bilinmektedir(68). Her doku grubunda yasa , cinsiyete ve gevre faktdrlerine bagl
olarak kanser geligsebilmektedir(30).

ABD’de 1991 — 1992 yillar1 arasinda kadinlarda kansere bagl &liimler
arastirildiginda 15 yas alt1 13seminin , 55 — 74 yaslari arasi akciger kanserinin ,40 — 44
yaslar1 arasinda ise meme kanserinin birinci siray1 aldigi gésterilmistir (32). Kanserin
ABD de 1995 yilna ait yeni vaka ve 6liim oranlari agagida verilmistir(9)Bu konuda
Tiirkiye’de yapilmis tam istatistiksel analiz heniiz bulunmamaktadir.
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1993 Yilindaki A.B.D' deki Yeni Kanser Vakalari
x 1000
1993 Yilindaki A.B.D' deki Kanserden Oliim Vakalari
x 1000

Sekil.1.1993’ yihndaki ABD’de yeni kanser vakalan ve 6liim oranlari(14)




2.1. KANSER NEDENLERI

Son yillarda kanserin etiyolojisine ait 6nemli bir ¢ok bilgi elde edilmekle birlikte
kanser olugmas1 yani normal bir hiicrenin kontrolden ¢ikarak agir1 bigimde ¢ogalmasina
yol agan molekiiler mekanizmalar heniiz tam olarak agikhia kavugturulamamigtir(31).

Kanser gelisiminde bir ¢ok cevresel ve kalitsal faktorler rol oynamaktadir,
Cevresel faktGrler arasnda bazi kimyasal ajanlar (nikotin), beslenme, radyasyon,
viriisler, yasanilan ¢evre kosullar1 ve yasam bigimi yer almaktadir(31,32).

2.1.1.Cevresel Faktorler;

2.1.1.1Kimyasal Karsinojenler

Bir ¢ok karsinojen madde i¢in egik deger sz konusudur, bu esik degeri agmayan
miktarlar zararsizdir. ABD ve Avrupada goriilen kanserlerin iigte biri sigara ve &teki
tiitlin driinlerinin kullammma bagh olarak geligen kanserlerdir(9,31,32). Calisma
kogullan ve meslekle ilgili bazi kimyasal maddeler de kanser olusumuna yol agan diger
cevresel etkenler arasmda yer almaktadir(9,30). Ozellikle asbest ve nikotin gibi
kimyasal ajanlarin kanser olusumuna neden oldugu bilinmektedir (9,32,68).

2.1.1.2Fiziksel Karsinojenler

Ionize Radyasyon. ilkel aygitlarm kullanildigi ve korunma y&ntemlerinin iyi
bilinmedigi donemlerde radyologlarin ellerinde deri kanserleri sik goriilmekteydi. Daha
sonraki yillarda yapilan ¢aligmalarda radyasyon etkisiyle kemik, troid, akciger, meme
kanseri ile 16semi ve lenfoma gelistigi gosterilmigtir.(31)

Ultraviyole Ismlan(U.V).U.V smlarinin cilt kanserleriyle iliskili oldugu
gosterilmigtir. Bunlar arasinda bazal hiicreli cilt kanseri, squamous (¢ok kath yassi
epitel)cilt kanseri ve melanoma gibi cilt kanserleri sayilabilir.(9,28).

2.1.1.3.Kaltsal ve Genetik Faktorler

Kanser genetik bir hastalik olmasina karsilik ¢ok az kanser vakasi kalitsal 6zellik
gosterir(32). Biitiin kanser tiirleri iginde kalitsal kanserlerin oranm1 % 1 den daha azdir(9).
Kalrtsal kanser vakalarinin goriildiigii ailelerde kanser hastalifi normal popiilasyona
gore daha sik ortaya ¢ikar. Kanserin kalitsal gegis gOsterdigi ailelerde ; kanser geninin
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anne yada babadan ¢ocuga gegme olasilifi % 50 dir(68). Bu tiir ailelerdeki bireylerde
kanser vakasi genel poplilasyonda gériilen yaglardan daha erken yasta ortaya gikar.
Ailesel kanser vakalarinin en ¢ok goriildii§i dokular kolon, endometrium, over ve
memedir. (32, 62) ‘

Kanser olusumunda yef alan genler;

2.1.1.4.Proto-onkogenler ve Onkogenler \

Hiicre biiyiime ve farklilagmasini diizenleyen proto-onkogenlerin normal hiicre
fizyolojisinde 6nemli rolleri oldugu bilinmektedir(30). Bir proto - onkogen , mutasyon
'ya da distan gelen uyaranin degismesi sonucu farkhilasir yada normalden daha fazla
ifade edilmeye baslarsa; bu degisiklikler hiicrede koxitrolsﬁz biiyiime ve dolayisiyla
habis olusumlara neden olur . Proto — onkogenlerin mutasyona ugramas: ile bunlar
onkogen adi verilen ve siirekli hiicre b('ilﬁnmesini uyafan genlere
doniigmektedirler(9,68).

Proto — onkogenler ilk kez fare, kedi ve maymunlarda kansere neden olan
retroviriislerin molekiiler analizlari sonucu bulunmuslardlr(GS). Proto — onkogenler,

protein iiriinlerinin biyokimyasal 6zelliklerine gore 4 grupta toplanabilir.

a)Biiyiime Faktorleri: Biiyiime faktorleri, hiicre digina salgilanan ve hedef hiicrede
farklilagmay1 uyaran pblipeptid yapidaki sihyal molekiilleridir. Hedef hiicreyi, hiicre
ylizeyinde bulunan &zel reseptorler ile tamyarak hiicrede fakhilagmay: uyarirlar. En iyi
bilinen bilyiime faktdrii platelet- derived biiyiime fakt6riidii(PDGF)(9).

b)Biiylime Faktdr reseptorleri: Bazi viral onkogenlerin farkhilagsmis sekilleri,
tirozinkinaz aktivitesine sahip normal bilyiime faktdrlerini firetirler. Bu ylizden normal
hiicrelere baglanarak hiicre boliinmesini uyarip kanser geligimine sebep olurlar. En gok
bilinen biiylime faktorii resptorleri erb B, erb B-2 ve fis’dir(9)

c)Transkripsiyon Faktorleri: Bir ¢ok genin kodladigi ¢ekirdek proteinler

transkripsiyon faktorlerini olustururlar. Transkripsiyonel kontrol bu proteinlerin  $zel
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DNA dizileri yada DNA motiflerine baglanmasi ile yapilir. Transkrisiyon faktorleri
hedef geni pozitif yada negatif kontrol ile genin ekspresyonunu saglarlar(9)

d)Programlanmug Hiicre Oliimii kontrolleri:

Normal doku yapisr; farklilagan hiicreler ve Slen hiicreler arasindaki denge ile
saglanir, Programlanms hiicre liimii normal embriyogenez ve organ gelisiminde ¢ok
6nemlidir. Kanser hiicrelerinde programlanmig hiicre §liimii meknizmasinin kayboldugu
gOsterilmigtir. Bu mekanizma bcl 2 proto — onkogeni tarafindan kontrol edilmektedir.
Bu genin kromozomal translokasyonlar | sonucu Ozellikle lemfomalarda aktive
olabilmektedir.(9,22).
2.1.1.4.1.0nkogen aktivasyon mekanizmalan: Onkogenler ii¢ yolla aktive
olabilirler.1-Mutasyonlar 2-Gen amflifikasyonu 3-Kromozomal yeniden diizenlenmeler.
1-Mutasyonlar: Nokta mutasyonlari, ¢ergeve kaymas: gibi mutasyonlar sonucu aktive
olan onkogenlerin kodladig: proteinlerin yapisinda degisiklikler meydana gelir. Bunlar
sonucunda proteinin kritik baglanma bolgelerinde degisiklik olusarak protein baglanma
Ozelligini kaybeder ve g6revini yerine getiremeyérek kanser gelisimine neden
olurlar.(9)
2-Gen Amplifikasyonu: Gen amplifikasyonu, bir genin hiicre genomundaki kopya
sayisinin artmasiyla meydana geilmektedir. Gen kopya sayisimin artmasi Ozellikle
karyotip duplikasyonlan ile meydana gelir. Bu olusumlar sadece tiimér dokularinda
gOriilmiigtiir.(9)
3-Kromozmal yeniden diizenlenmeler: Kromozomal diizenlenmeler daha ¢ok
hematolojik habis tiimérlerde meydana gelen degisimlerdir. Kromozomal
translokasyonlar, inversiyonlar en ¢ok gériilen dﬁzeﬂenmelerdﬁ.

Insanda proto - onkogenlerin kromozomal yeniden diizenlenmelerine en iyi 6rnek
(9;22) translokasyonudur . Kronik miyeloid l6semili (KML) hastalarin  yaklagik
%95’inde , kemik iligi hiicrelerinde, 9 ile 22 nolu kromozomlar arasinda bir resiprokal
translokasyon meydana gelir. Bu translokasyom sonucu, normal 22 numarali
kromozomdan daha kiigiik olan Philadelphia kromozomu olusur(9,24,68).

Bu translokasyon sonucunda abl proto-onkogeni normal yeri olan 9q34.1
bdlgesinden 22 nolu kromozoma aktarlir. abl geni yeni yerinde (“Breakpoint cluster

region™) ber adi verilen 6zel bir diii ile birlesir . Bu birlesme sonucunda olusan melez
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'gen , kemik iligi hiicrelerinde tiimér olusumundan sorumlu olduguna inanilan yeni bir

proteinin sentezlenmesine neden olur. Bu olusan yeni protein tirozikinaz aktivitesine

sahiptir ve hiicre bliinmesini aktive ederek timor olugturmaktadir(9,24,68)

PROTO- ONKOGEN NEOPLAZMA LEZYON
abl Kronik Miyoloid Lésemi Translokasyon
erbB Yass! Epitel Hicreli Kanser Amplifikasyon
Memenin Adeno Karsinomu, .
neu Ovaryum ve Mide Kanseri Amplifikasyon
gip Over ve Surrenal Kanser Nokta Mutasyonu
gsp Tiroid Kan:gg:oeml-gpoﬁz Bezi Nokta Mutasyonu
myc B‘;:;ﬁ:i:%"&:?k:kag.er' Translokasyon, Ampilifikasyon
L-myc Akciger Kanseri Amplifikasyon
Noroblastoma, Kuglk Hiicreli
N-myc Akciger Kanseri, Kolon ve Amplifikasyon
Akciger Kanseri
H-ras Pankreas Kanseri ve Melanon Nokta Mutasyonu
Akut Miyologenus ve
K-ras Lenfoblastik L& i Nokta Mutasyonu

Sekil 2. baz proto-onkogenler ve sebep oldugu tiimérler(14)

2.1.1.5. Tiimor Baskilayici Genler
Tiimé6r baskilayic1 genler ilk kez ¢ok nadir goriilen kalitsal kanser tiirlerinden biri

olan retinoblastom iizerinde

yapilan

caligmalar  sonucu

bulunmustur.(68)

Retinoblastoma ¢ocukluk ddnemi gz kanserleri igerisinde en sik rastlanan kanser tiirii

olup olgularin % 20-30 unda bilateral olarak ortaya ¢ikar.(9,68) Bilateral olgularin
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tamamu ile unilateral olgularin % 15’ otozomal dominant kalitim gostermektedir. Bu
hastaliktan sorumlu gen 13 nolu kromozomun uzun kolunun proksimaline yerlegmis
bulunan Rb1 genidir(9,68). Kromozomal degisimler yada nokta mutasyonlari sonucu
tiimdr dokusundaki hiicrelerde bu gene iligkin fonksiyonel protein ya bulunmamaktadir
yada islevini yapamamaktadir(9,68). Bu tiir olgularda kalitsal mutasyon ; gen giftlerinin
yalnizca birinde bulunur ve bundan dolay: da heterozigot durumdadir. Mutant geni
tastyan kiside tiimr gelisebilmesi igin retina hiicresindeki mutant genin normal eginde
de yeni bir mutasyonun olugmasi gerekmektedir(9). Ikinci bir mutasyon sonucu saglam
olan diger allelinde degisime ugramasi yada kaybolmastyla tiimér olusmaktadir buna
heterozigotluk kaybida denir.(9).(sekil 1)

Kanser olusumunda cift vurus modeli

SPORADIS
Normdl Bir allelin Tkinci allelin
kromozom maktivasyonu i i inaktivasyonu

1. Somatik I1. Somatik
mutasyon mutasyon

s li il
|N l

0
Aileden gelen 1. II. Mutasyon
Mutasyon

Sekil 3; Kanser olusum modeli



Kalitsal retinoblastoma kanserlerinde ilk mutasyon kiside ya germ — line

mutasyonlar sonucu meydana gelmistir yada ebebeynlerden birinden kalitilmistir. Bu

geni tastyan kisilerde retinoblastoma ¢ok erken yaslarda meydana gelir.(68)

Kromozom 13 igin heterozigotluk kayb:r gosteren pek ok tiimér tipi ile diger

tiimdr baskilayici genlerin lokalizasyonuna iligkin ¢aligmalar sonucunda 20 nin iizerinde

tiimor baskilayici gen bdlgesi saptanmis olup bunlardan bazilarida (p 53 , retinoblatoma
,BRCA 1,BRCA 2 ) klonlanmisgtir(9,13,32,68).

Gen Kanser Tipi Urlin Yerlesimi Fonksiyonu Kalitsal Sendrom
Ailesel
APC Kolon Kanseri Sitoplazma ? adenomatoz
poliplozis
_ = Huicre adezyon of
DCC Kolon Kanseri Hucre zarn molekilii
NF1 Nérofibromas Sitoplazma | GTPaz aktivatoru N°'°ﬁ$;;':‘at°z's
Schwannomas ve .. . Nérofibromatozis
NF2 Meningiom Hucre Zari Hiicre zari Tip 2
Kolon kanseri ve o g 5
: ; Transkripsiyon Li-Fraumeni
p53 diger pek cok Cekirdek faktorl e
kanser
: . Transkripsiyon 3
RB Retinoblastoma Cekirdek Faktori Retinoblastoma
Tiroid kanseri 2 Tirozin kinaz Multiple endokrin
== Feokromastoma Hicrezan reseptori neoplazma Tip 2
= B = Von Hippel- Lindau
VHL Bobrek kanseri Hiicre zari ? hastalig!
’ Transkripsiyon 2 ¥
WT-1 Nefroblastoma Cekirdek Faktori Wilms timaért
: Ailesel meme
BRCA1 Meme kanseri Meme dokusu ? kanserier
5 Meme dokusu Ailesel meme
BRCA2 Meme kanseri epiteli ? kansarer

Sekil 4: Baz tiimor baskilayici genler ve neden olduklan kanser tiirleri(14)
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2.1.1.5.1.p53 geni

p53 geni, insan 17. kromozomunun kisa kolunun 13.bandina
yerlesmistir. Yaklagtk 20 kb uzunlugunda olan bu gen; 2.8 kb’lik bir mRNA kodlar ve
tiriinii 53 kD’luk 393 aminoasitlik bir ¢ekirdek fosfoproteinidir. (10)

Niikleotid ve aminoasit dizi analizleri gdstermistirki ; P53 geni evoliisyon
siirecinde neopusdan insana kadar korunmus 5 bdlge igermektedir. Bu bolge 1,4,5,7 ve
8 nolu eksonlar1 kapsar. Bu korunmus bélgelerin p53 yaban tip protein igin temel
bolgeler oldugu diisiiniilmektedir. p53 geninin 6zellikle DNA baglama bolgesi , 2 adet
SV40 tlimor
antijen baglanma (T-ag) , bir niikleer lokalizasyon sinyali ve birden fazla fosforilasyon
bdlgesi igerir.(sekil 2) (9)

pS3 proteini, hiicre déngiisiinii G1 fazinda  durdurup &zel dizilere ve
transkripsiyon faktorlerine baglanarak, gen ekspresyonunu pozitif yada negatif yonde
kontrol eder.(8) Normal p53 proteini hiicre dongiisiinii durdurarak, ortamda uygun
farklilasma yada proliferasyon faktdrlerinin - olmadign  durumlarda  hiicreyi

programlanmig hiicre Sliimiine gotiiriir(63).

cde2 CDK

Sekil 5:p53 geninin sematik yapis;; TAS:Trasnkripsiyon aktivasyon bolgesi , Protein
baglanma bolgesi (HSP) ,SV40 genis T-antijen bolgesi ,adenoviriis E1b ve papilloma viriis E6
baglanma bolgesi, Hiicresel Mdm2 baglama bolgesi ,niiklear lokalizasyon sinyali (NLS)
,oligomerizasyon bolgesi (OLIGO) ve fosforilasyon bélgesi (cde2 ve CDK). Evoliisyonda
korunmus 5 bolge 1 II, IILIV ve V ile ve hot spot bolgeler da A, B, C, D harfleri ile

gosterilmigtir.



2.1.1.5.2.BRCA 1 geni
BRCA 1 geninin kromozomal yerlesimi (Breast cancer susceptibility gene —
meme kanserine yatkinlik geni ) ilk olarak 1990 yilinda tanimlanmig ve 1994 yilinda da

klonlanmigtir(5,7).

BRCAL geni 17 nolu kromozomun q12-21 bdlgesine yerlesmis 4cM’ Ik yer
kaplayan, yaklagik 100 000 baz gifti igeren(20), 24 ekzona sahip ;tiimér baskilayict
protein kodlayan bir gendir. BRCA1 geninin ¢ok biiyiik olan 11.ekzonu tiim genin
%61ini olusturmaktadir(28). BRCAI geni kanser olusumunu negatif yonde etkileyen,
DNA’ya baglanma oOzelligi olan tiimér — baskilayict bir protein kodlar(29). Son
zamanlardaki galigmalar BRCA1 geninin iiriiniiniin; amino ucunda bir ¢inko baglama

bblgesi bulunan bir zing — finger protein oldugu gésterilmistir.(29)

2.1.1.5.2.1.Mutasyon dagilim:
Meme tiimérleri 17q’daki BRCA1 geni yaban tip allelinin her ikisininde
kaybolmastyla meydana gelmektedir (29)

500 farkli tipi bulunan ve BRCA 1 geni biiyiik bir gen oldugu i¢in mutasyon
olusma siklig1 olduk¢a yiiksek olan bir gendir.(28,29). Bu gen iizerinde klinik olarak
Snemli birka¢ mutasyon bulunmustur. Bu mutasyonlarin yaklasik % 90’m gerceve
kaymasi yada anlamsiz mutasyonlar iken (28,41) geri kalam: stop kodonunda degisiklik
meydana getirerek translasyon asamasinda olgunlagmamus protein yapilmasina neden
olan mutasyonlardir.(22,28,29,32,41). BRCA 1 mutasyonlarini saptamak suretiyle
ailesel kanser riskini belirleyebilecek bir testin gelistirilebilmesi igin ¢aligmalar genin
klonlanmasindan bu yana siirdiiriilmektedir. Ancak gen iizerinde tespit edilen birgok
mutasyonun genin tiim eksonlarina yayilmig olmasi, tek bir DNA testinin
gelistirilebilmesini zorlagtwrmaktadir(32). (Sekil 2). Bu mutasyonlarin bir bdliimii
normalden daha kisa bir protein olusumuna neden oldugu i¢in, bu olusan kisa yeni
proteinin tespitini saglayan ‘Protein Truncation Test’(PTT) leri gelistirilmistir.(20,32)

BRCALI geninde gériilen en sik goriilen ikinci grup bazi 6zel mufasyonlar 185delAG
ve 5382insG mutasyonlaridir. Bunlar BRCAI1 geninde gériilen biitiin mutasyonlarin
%10 nunu olusturmaktadir. Bu iki mutasyon Ashkenazi ve Ashkenazi olmayan

yahudilerde yaklagik %10 siklikta goriilmektedir. Bu mutasyonlarin aymi guruptaki
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tastyiclik orani ise %]l dir. 185delAG ve 5382insG mutasyonlart Fash ve yahudi
olmayan ailelerde de bulundugu gosterilmistir BRCA1’in 185. pozisyonundaki AG
dizisindeki delesyonlarn gok fazla goriilmesi bu bdlgenin ‘Hotspot’ bolge olarak
adlandirilmasina neden olmustur. Tim kadinlarda germ - line mutasyon
aragtirmalarinda 185delAG tasiyicilarinda 40 yagindan &nce meme kanseri goriilme
sikligt %20 olarak bulunmustur.(29) 5832insC mutasyonu engok Ruslarda ve Avrupa
kokenli yahudilerde goriiliirken israil yahudilerinde olduk¢a diisiiktiir(29) Rus
toplumunda en ¢ok goriilen mutasyon ise 4153delAA’ dir. Bu mutasyon sadece Rus
toplumuna &zgii olup diger toplumlarda goriilmemektedir. Tiirkiyede bu gende goriilen

mutasyonlarla ilgili heniiz bir ¢alisma bulunmamaktadir. (29) (sekil 3)
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Sekil 6;BRCA1 genindeki mutasyon dagilim

2.1.1.5.2.2.BRCAY’in fonksiyonu ;

BRCA 1 proteini 1863’ aminoasitlik bir ring-finger proteinidir(45,46,47). BRCA
1 embriyonik gelisme ve ergenlik gelisim siirecinde gelisen organlarin farkhlasan epitel
hiicrelerinde yapilir. Kanser olmayan kadmnlarda hamilelik esnasinda meme epitel
hiicrelerinde  BRCA 1’in mRNA seviyesinde belirgin bir artis oldugu gdzlenmistir.

insanda BRCA 1 ekspresyonu dstrogen tarafindan uyarilmakta ve dogum sonrasinda



azalmaktadir(38,48). BRCA 1 in ekspresyonunun baskilanmasi, hem normal hiicrelerde

hemde habis meme epitel hiicrelerinde biiyiimeyi arttirmaktadir.(48).

BRCAI geni izole edildiginden bu yana fonksiyonlarinin traskripsiyonda rol
oynadi1, hiicre dongiisiinii kontrol ettigi ve DNA onarim mekanizmalariyla iligkili bir
gen oldugu diigiiniilmistiir. Temel transkripsiyonel mekanizmalarla (RNA polimeraz I1
, Transkripsiyon faktorleri TFIIH , ve TFIIE ve RNA helikaz A ile) ve birlikte
etkilegimli olarak DNA onarim mekanizmalarina katilan bir gendir. BRCAI ve BRCA2
proteinleri , birlikte mitotik hiicrelerde DNA gift zincir yapisindaki kiriklarin onarimini
saglamaktadir.(29)

BRCALI proteini mitoz esnasinda sentrozomun gamma — tubulin alt birimleriyle

etkileserek hiicre dongiisiinii durdurup DNA’ da hasar kontroliinii saglamaktadir(29).

Rao ve meslektaslar1 ; BRCA1’in fare fibroblast hiicre kiiltiirlerinde ve meme
tiimérii hiicre kiildiirlerinde apopitotik hiicre Slimii kontroliinde rol oynadigini
gostermislerdir. Baska bir caligmada da BRCA1’ den yoksun fare embriyonik k&k
hiicrelerinin iyonizan radyasyona ve oksidatif hasarlara kargt hassas oldugu
gosterilmistir. Bu da BRCAL” in DNA hasarlarinda dogrudan yada dolayh olarak DNA

onarimina katildigin1 gdstermektedir. (29)

2.1.1.5.3.BRCA2 geni

BRCA 2 tiimér baskilayici diger bir gen olup 1994°de Wooster ve galisma
arkadaglar1 tarafindan 13. kromozomun uzun koluna haritalanmistir(7). BRCA 2’yi
iceren 13q12-13 bolgesi ayn1 zamanda retinoblastoma genine yakn bir bolgedir(36,39).
BRCA 2 geni 27 eksona sahip 70 kb’lik bir gen olup 6 cM’lik yer kaplar ve genin {iriini
3418 aminoasitten olusan bir proteindir(36). Bu proteinin fonksiyonu heniiz tam olarak
bilinmemekle (33) birlikte 3 eksonunun transkripsiyon faktorleriyle benzerlik

gdstermesi, bu yonde bir fonksiyonu olabilecegine isaret etmektedir(33,). BRCA 2 tipk1
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BRCA 1 gibi biiyiik bir 11.eksona sahiptir(50). Bu ekson biitiin genin yaklasik % 58’ini
olusturur(23,26,34).

Bu gende germline mutasyon tasiyanlarda meme kanseri, ovaryum kanseri
riskinden daha fazla olmakla birlikte sporadik meme ve ovaryum kanserli hastalarda
%30-40 oraninda heterozigotluk kayb1 goriilmektedir.(16,19,22)

2.2.MEME KANSERI

Ciddi bir toplumsal saglik sorunu olan meme kanserine genetik ve cevresel
etkenlerin etkisi ortaya ¢ikarildikga 6nlenmesine ydnelik gelismeler artmaktadir. Meme
kanseri multifaktoriyel ve bundan dolayida karmagik bir hastaliktir. Giiniimiizde
Birlesik devletlerde her yil yaklagik olarak 180 bin kisiye meme kanseri teshisi
konmaktadir.(29)

Meme kanseri diinyada tiim kadnlar arasinda en sik goriilen habis timor olup,
Avrupa’da yilda 180 bin , Amerika Birlesik Devletleri'nde de yilda 182 bin yeni olgu
saptanmaktadir(32). Ulkemizde ise meme kanseri goriilme sikligi 1994 yili igin 100
000’de 6.14 diir. Gene aymi yil i¢in meme kanserinin diger kanserler igindeki oram %

23.04 olarak bildirilmistir(30).

Meme kanseri meme dokusundaki kontrolsiiz yada diizensiz hiicre bSlinmesi
sonucu yakindaki doku yada organlara saldiran ve zarar veren bir hastalik tiiridiir.
Ayrica hiicreler orjinal tiimér dokusundan ayrilip kan yoluyla yada lenfatik sistemle
yayilip viicudun diger béliimlerinde ikincil timorler meydana
getirebilmektedirler(metastaz). Meme tiimorleri en gok meme dokusundaki lobiillerden
yada duktuslardan koken almaktadirlar(32).



. Sekil 7:bir meme tiimoriiniin dzel bir

teknikle gekilmig mamografik resmi

2.2.1.Meme kanseri ve risk

faktorleri

Kalitsal meme kanserinin
gelismesinde kabiil edilen en 6nemli
risk faktorii aile hikayesidir. Eger bir
aile hikayesi var ise bu ailedeki
kadmlar i¢in normal popiilasyona
gore  dahada artmustir. Bununla
birlikte pek ¢ok genetik olmayan risk

faktorleri  hastaligin  etiyolojisine
katkida bulunmaktadir .(29) Bu risk faktorleri genel olarak hormonal olan ve hormonal
olmayan risk faktorleri olmak tizere iki alt gruba ayrilabilir.(29)

2.2.2.Hormonal risk Faktorleri:

Caligmalar gostermistir ki ostrojen hormonuna maruz kalma meme kanseri
geligmesi igin bir risk faktoriidiir(29). Diger artirici faktGrler menstural dongiiniin
artmasi, erken menars yasi ve ge¢ menapoz olarak bildirilmistir.. Ayrica ovulasyon
déngiisiiniin diisiiriilmesi ve uzamig emzirme siireleri meme kanseri gelismesini azaltici
faktorlerdir. Menopoz sonrast hormon tedavisininde meme kanseri riskini artirci bir etki

yapdigma dair galigmalar da bildirilmistir. (29)

2.2.3.Hormonal Olmayan Risk Faktorleri:

Hormonal olmayan risk faktorleri de meme kanseri gelismesinde etkilidirler. Diger
bir risk faktdrii de gevreden alinan iyonize radyasyondur. 2. Diinya savasi sirasinda

Japonya’ya atillan atom bombasindan sonra agia ¢ikan  radyasyonun somatik
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mutasyonlara sebep olmasindan dolayr sag kalan kadinlarda hem meme kanseri

goriilme siklig1 artrmig ve ortaya ¢ikma yas1 erken doneme kaymistir.(29)

Diger bir hormonal olmayan faktor ise asir1 alkol kullanimidir. Agin alkol tiiketimi
sstrodioliin serumdaki seviyesini ve dolayli olarak &strojenin mikatarini artirarak meme

kanserinin gelismesine katkida bulunmaktadur. (29)

Bulunan bazi genler ve onlarn mutasyona ugramis tiirleride meme kanseri
gelisiminde etkili faktorlerden biridir. Bu genlerden en Snemlileri BRCAL ve BRCA2
genleridir. Meme kanseri genetik faktorler ile gevresel faktorlerin birlikte etkimesi

sonucunda ortaya ¢ikan bir kanser tiiriidiir.(27,28, 29)

Hormonal olmayan diger etkenler ise;

Yas; Kadmlarda yasin artmasi meme kanseri riskini artirmaktadir. Meme kanseri 50
yas fistii kadinlarda gok daha fazla goriilmekle birlikte ailesel meme kanseri olan
kadinlarda 35 yas altinda oldukga sik ortaya ¢ikar.(29)

Aile hikayesi; Aile hikayesi olan hastalarm kizkardesi ,kizlar1 ve annelerinde 6zellikle
menopoz oncesi meme kanseri gelisme riski artmustir.  Ailesel meme kaseri ; genetik
faktorlerle birlikte geligir. Bu genetik faktorlerin en basinda BRCA1 ve BRCA2 genleri
mevcuttur. BRCA1 ailesel meme kanserlerinin % 45 ‘inden ; meme ve oOver
kanserlerinin ise % 80 ninden sorumlu bir gendir. Bir BRCAl mutasyonu tasiyicist
kadinda hayati boyunca meme kanseri geligme riski % 60 ile 80 arasinda over kanseri

gelisme riski ise % 20 ile 40 arasinda degismektedir.(29,65.)



3.GEREC VE YONTEM
3.1.GERECLER
3.1.1.MATERYAL

Calismamizda 1998-1999 yillar1 arasinda 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Medikal Onkoloji Poliklinlerine basvuran yada tedavi goren, ailesinde birden fazla
meme ve over kanseri 6ykiisii bulunan 35 yas altindaki 8 meme kanserli kadin hasta ve

yakinlarinin kanlarindan izole edilen DNA lar kullanilmistir.

3.1.2. KIMYASAL MALZEMELER

“Coomasie” Parlak mavisi ( Merck )
2 Merkaptoetanol (Merck)

667 Polaroid Film
Agoroz (Sigma)

Agoroz(Sigma)

Akrilamit (Sigma)

Bisakrilamit (Sigma )

Borik Asit (Sigma)

Bovin Serum Albumin (Promega)
Colorimetric Translation Detection System(Promega)
Etanol %100(Promega)
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA)
Glesial Asetik asit(Merck)
Gliserol(Sigma)
Magnezyumklorur(Sigma)

Metanol (Sigma)

Nitro seluloz membran

Poloroid 667 film

Ponso — S (Sigma)

Proteinaz K(Oncor)



Sodyum Dodesil Siilfat SDS (Sigma)
Taq Polimeraz(Promega)

TnT® T7 Quick System (Promega)
Trisma Base (Sigma)

Tween 20 (Promega) -

3.1.3.Cahsmada Kullamlan Cihazlar

-Agoroz Elektroforez Tanki(Bio-Metra)
-Su Banyosu

-Derin Dondurucu (Vestel)

-Distile Su Cihazi(Niive)

-Fotograf Makinasi(Polaroid)

-Giig Kaynag (Bio-Metra)

-Manyetik Kanstirict (Niive)
-Otoklav(Niive)

-Otomatik Mikro Pipetler(Socorex)

-PH metre (Schott)

_Poliakrilamit Dikey Mini Elektroforez tanki(Bio-Metra)
-Santrifiij(Hettich)
-Spektrofotometre(Biotech)
-Terazi(Scaltec)

-Vorteks(Niive)

-Western-Blot trasnfer tank1 (Bio-Metra)

3.1.4. COZELTILER

3.1.4.1.Agoroz Gel Elektroforezi gozeltisi
10 x Yiikleme ¢ozeltisi
4 gr Sukroz
25 mg BPB (Bromofenolmavisi)

dH20 ile 10 ml’ye tamamlanir.



10 x TEB (Tris — Borat Elektroforez Cozeltisi ) (1 litre icin) pH 7.4
54 gr Tris baz:
3.32gr EDTA
27.5 gr Borik Asit
3.14.2.DNA izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler
Hiicre Pargalama (ozeltisi
155 mM NHa4Cl

10 mM KHCOs

0.1 mM EDTA
(Cekirdek Pargalama (ozeltisi (pH; 8.2)

10 mM Tris-HCL

400 mM NaCl

2 mM EDTA

SDS (SodyumDodesilSiilfat) : %10

Proteinaz K 20 mg /ml

19



3.14.3. Denatiirleyici Protein Gel Elektroforez Cozeltileri
930 luk akrilamit ¢ozeltisi (100 mi)
30 gr akrilamit

0.8 gr bisacrilamit
Fiksatif Cozeltisi

%50 metanol

%10 asetik asit

%40 dH20

4 x Stacking Gel Cozeltisi
6.06 g Tris- Baz
100 ml (pH:6.8 HCL ile )

4 ml %10 SDS

Yiikleme (6zeltisi (10 ml)
2 ml gliserol
2 ml %10 SDS

0.25mg bromofenolmavisi



2.5 ml 4x stacking gel tamponu

0.5 ml B-merkaptoetanol

10x S’DS Poliakrilamit Eletroforez Cozeltisi (1 litre igin )

30 gr Tris bazi

144 gr glisin

100 ml % 10 SDS

4 x Ayirma Gel Cozeltisi (100 ml igin)

18.17 gr Tris bazi

4ml % 10 SDS

Transfer Cozeltisi pH :8.3 : 25 mM Tris bazi
192 mM Glisin

% 20 Metanol

Tris —Tuz (ozeltisi (TBS) : 37 mM NaCl
3 mM KC1
35 mM Tris bazi
Gel Boyama Cozeltisi : %0.2 “Comomassie” Mavisi
% 50 Metanol



% 10 asetik asit

Gelden boya ¢ikartma ¢izeltisi : %25 izopropil alkol
%10 asetik asit
Gel saklama ¢ozeltisi : % 5 Asetik asit
Ponso-S boyama ¢izeltisi (50 ml ) : 2.5 ml Glasiyel Asetik asit
0.05 gr Ponso-S

PAGE ayrisim geli (% 12.5)

3.13 ml akrilamit (% 30’luk Akrilamit ¢dzeltisi)
1.9 ml 4 x Ayirma geli ¢6zeltisi

112 ul Amonyum persulfat (APS) (%10’luk )

5 u TEMED
2.37 ml dH20
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3.2.YONTEMLER
3.2.1.DNA iZOLASYONU

Hastalardan EDTA’h tiipe alinan kan Srneklerinden tablo —1’de verilen yontem ile
DNA izole edildi. izole edilen DNA distile su iginde ¢5ziildii ve konsantrasyonlari 260
nm dalga boyunda okunan optik yofunluklar1 DNA (ug/ml)=260 nm deki OD x
sulandirma oram x katsayi(50) formiiliine uygulanarak belirlendi.

DNA nin saflif: ise 260 nm ile 280 nm dalga boylarindaki optik yogunluk
degerlerinin oraniyla belirlendi. DNA’larin kalitesi agaroz jellere yiiklenerek kontrol
edildi.

Tablo 1:

10 ml EDTA’l kan + 30 ml pargalama ¢6zeltisi

1150°C, 3000¢g, 10’

Cokelti + 10 ml pargalama ¢ozeltisi
13000 g, 10°

Cdokelti + 3 ml gekirdek pargalayici ¢dzeltisi

50 ul %10’ SDS
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30 pl proteinaz K (20 mg/ml)
400 pl dH20

1 37°C gece boyu
5 ml dH20 + 5 ml 9 M Na-asetat
{ 10000 g, 20’

Ust sivi + 2 x hacim etanol eklenir

!

3.2.2POLIMERAZ ZiNCIR REAKSIYONU

DNA pipet ucu ile alinarak 500 pl dH20 igerisinde ¢5ziildii

BRCAL1 geninin 11.ekzonunu gogaltmak i¢in ¢aliymada kullanilan dizileri Tablo
2’de verilmistir.

BRCA1
1M,
Ekzon

Kullanilan Primer Dizleri

Uriin
Uzunlugu

Bolge

Niikleotid
bélgesi

11.1

PTTIF:
GGATCCTAATACGACTTCACTATAGGAA
CAGACCACCATGGCTGCTTGTGAATTIT
CTGAGACGG

PTT1R:

CAGAGTGGGCAGAGAATGTT

1998 bg

11.1

789 - 813

2768 - 278

11.0

PTT2F:
GGATCCTAATACGACTCACTATAGGAAC
AGACCACCATGGATACTTTCCCAGAGCT
GAAG

PTT2R:

GTTTGAATCCATGCTTTGCTC

2000 bg

1.1

2202-2222

4191-4211

Tablo 2: BRCALY’ in 11. Ekzonuna ait primer tablosu
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Ilgili gen bolgeleri yukarida verilen primer dizileri kullamlarak polimeraz zincir
reaksiyonu ile gogaltildi. Reaksiyon toplam 25 ul’lik hacimde gerceklestirildi. Daha
sonra PCR’iiriinleri % 2’lik agarozda yiiriitiilerek, beklenen iirliniin olugup
oluigmadigna bakildi

Elde edilen PZR iiriinleri TNT-Quik (promega) master kiti ile invifro protein
sentezine tabii tutuldu.

PZR kosullan
Reaksiyon ortamn  : 1 x PCR tamponu
1.5 mM MgCI2
0.2 mM dNTP karigim
0.75 U Taq polimeraz

0.16 uM her bir primer

Toplam hacim :25ul

Déngii:
Baglangic 93°C , 5 dakika

93°C , 30 saniye
58°C , 30 saniye 34 Dongii

72°C , 30 saniye
Sonlanma  72°C , 5 dakika
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3.2.3IN — VITRO PROTEIN SENTEZI

Klinik aragtirmalarda mutasyonlarin belirlenmesi ve hastahk ile iliskiSinin
saptanmas: aragtirmacilar igin ¢ok Snemli bir konudur. Bu konudaki teknikler daha gok
DNA seviyesindeki mutasyon tespitine dayanan yOntemlerdir. En sik kullamlan
yontemler PZR, SSCP, dizi analizleri, DNA’nin enzim kesim noktalarindaki degisimleri
stemel olan yontemlerdir. Pek ¢ok yontem DNA’daki belli bolgelerin analizlerine
dayanirken Protein Truncation Test (PTT); DNA’daki mutasyonun protein iiriiniin
boyundaki degigime neden olip olmadigimin incelenmesine olanak saglayan ve
bakilmasina dayanan bir yéntemdir.

Translasyon sonlanma noktasinda degisimlere neden olan mutasyonlar &zellikle
meme ,over ve kolon kanserleriyle iligkili olup birden fazla mutasyon ayni sonuca
neden olmaktadir. Bununla birlikte PTT testi ile translasyonda erken sonlanmaya neden
olan mutasyonlar tespit edilebilmektedir.

PTT testi ile meme kanseri, kolon kanseri ve DMD’ye neden olan mutasyonlari
saptamék miimkiindiir.

3.2.31.PTT (Protein Truncatin Test)’in prensipleri;

PTT yénteminin iki 6nemli avantaj: olan bir yontemdir. Bunlar ;

I- PTT reaksiyonu ile 2 — 3 kb’lik uzun gen dizilerinin analizine olanak saglar.
-  PTT patolojik durumlara neden olan mutasyonlarin tespit edilmesine olanak
saglar. ‘

PTT yéntemi dort basamakta gergeklesir;

I- Kandan yada dokudan niikleik asit izolasyonu

- f’ZR ile gen dizisinin gogaltilmas1

III- PZR iiriinlerinin Transkripsiyon/Translasyon sistemi ile in — vitro ortamda bu
agamalarinun tek tiip i¢inde gergeklestirilmesi
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IV- SDS- Gel Elektroforezi ile translasyon sonlanma mutasyonu ile olusan mutant

proteinlerin normal proteinlerden ayrilmast (sekil 8 )

Kan hiicresi yada

doku rnegi
Niikleik asit izolasyonu
Genomic DNA
Ezenlas s 4
= W - —J—] | i [ | SRR
! 3 4 S Ters Transkripsiyon
cDNA
l PZR
dsDNA
ATG
Primer N ¢ < S Priver
T
dsDNA
ATG l})ZR dsDNA
Invitro
Transkripsiyon =~ [~ [y ——
Translasyon = )
PZR iiriinlerinin agoroz
rRNA ATG iel elektroforezi

l SDS-PAGE otoradyografi

|====-==- - Normal uzunlukta protein
= - Kisalmig protein

Sekil 8 ;PTT yénteminin sematik gosterimi
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3.2.4.. TNT® Quik Mix ile Transkripsiyon / Translasyon reaksiyonu icin
uygulanan genel protokol;

Gerekli materyal;

» Niikleazdan yoksun su

° Transced™ tRNA ve Transced™ renk tespit sistemi

PTT Uygulama Prosediirii;
1- -70° C’de muhafaza edilen TNT® T4 Quick master mix’in bulundugu tiipler buz
iizerinde ¢oziildiikten sonra reaksiyon bilesenleri 0.5 ml yada 1.5 m!I’lik mikrosantrifiij

tiipiinde yavasga karigtirilir,

INT® Quik reaksiyon ortam

TNT Quik Master mix 40 pl
Metionin 1mM lp
PCR iiriinii (0.5 pg/ul) 2pl
Transced ™ Biotin-Lysyl-tRNA 1 ul
Niikleazdan yoksun su 6 ul
Son hacim 50 ul
olacak sekilde hazirlandi.



2- Her hasta drnegi igin reaksiyon ortami yukarida belirtilen sekilde hazirlandiktan
sonra drnek tiipleri 30°C’su banyosunda 2 saat inkiibe edildi.
3- Inkiibasyon sonucunda elde edilen translasyon iiriinleri SDS-PAGE ile analiz edildi.

3.2.5.invitro protein sentezi 6rneklerinin akrilamit jelle yiiklenmesi (SDS-PAGE)

Hasta ve yakinlarmm BRCA1 geninin 11.ekzonu iki ayr1 parga halinde
cogaltildiktan sonra PTT testine tabi tutularak %12,5°lik akrilamit jele yiiklendi ve 100
volt’da 1 saat yiiriitiildii.
3.2.5.1.Elektroforetik Transfer [n-vitro ortamda sentezlenen proteinler elektroforetik
olarak jel’de ayrildiktan sonra jeller ¢ikarild1 ve jel tranfer tamponuna almarak 15
dak.bekletildi. Jel boyutunda nirosliiloz membran ve filtre kagidi kesilerek transfer
tamponu iginde 15-20 dak.bekletildi. jel kasetindeki gri panelin iizerine sirastyla stinger
filtre kagidy, jel, nitroseliiloz membran, filtre kagidi ve siinger konduktan sonra kaset
dikkatlice kapatildi. Daha sonra kaset tanka yerlestirildi ve tank transfer tamponu ile
dolduruldu. Transfer tank1 manyetik karistiric: iizerine yerlestirilip giic kaynagma

baglandiktan sonra transfer iglemi 100 volt’da 1 saat igerisinde gergeklestirildi.(sekil 9)

katod

PA jel

- Nitroseliilloz membran

Filtre kagitlan

Filtre kagidi

Anot

Sekil 9; Semetik olarak Elektroforetik transfer
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Ponso — S ile boyanmig .

Protein bantlar1

Sekil 10; Ponso S ile boyanms transfer membram

5-2-3-4-Kolorimetrik Belirleme-Western Blot (Alkalin Fosfotaz Sistemi)

Transfer iglemi sonucu elde edilen membranlar ilk &nce TBS ile kisaca
yikandiktan sonra 15 ml TBS + % 0.5 Tween ®20°de 60 dak. Oda 1sisinda inkiibasyona
birakilds. Bu ¢bzelti dokiilerek ;15 ml TBS + % 0.5 Tween®20 iginde ¢oziinmiis 6 pl
streptavidin-AP hazirlanip membranmn iizerine dokiildii ve oda sicakhginda 60 dak.
yavas sekilde calkalandi. Bu siirenin sonunda Streptavidin-AP’li ¢8zelti dokiilerek
membranlar 2 kere 30 ml TBS + %0.5 Tween®20 ile 1 dak. TBS ile 2 kere yikandi.
Membranlar 5 ml Wester Blue® Stabilized Subsrate ile isleme tabi tutularak renk
gelisimi saglandi. Membranda bantlar 1 ile 15 dak iginde gdriinmeye basladi. Bantlar
goriinmeye baslar baglamaz ¢dzelti dokiildii ve reaksiyonu sonlandirmak i¢in membran
distile su ile yikandi.(bu asamada membran kuvvetli 1giktan korundu.)
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4-BULGULAR

Galismamizda Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik Onkoloji
Bilim Dalina basvuran; ailesinde birden fazla meme kanseri vakasi bulunan 35 yas alt1
10 meme kanserli bayan hasta ve bunlarin birinci derece akrabalari (kiz kardesleri,
kizlar1 ve anneleri ) olmak iizere toplam 22 kisi aragtirildi. Her hastadan 10 cc EDTA’lh
kan aliarak DNA izolasyonu yapildi.

Oncelikle hastalardan alman kanlarm DNA’lar1 tablo 3 de bahsedildigi gibi izole
edildikten sonra, BRCA 1 geninin 11.eksonu iki bolge halinde PZR ile gogaltildi. Daha
sonra PZR ile elde edilen 11.eksonun kargilif1 olan protein iiriiniinii elde etmek igin in
— vitro protein sentezi islemi yapildi. PTT ile incelenen hastalarda ve birinci derece
akrabalarinda BRCAI in 11.ekzonunun stop kodonunda degisiklige sebep olan bir

mutasyonun varligi saptanamadi.

<2000 bp
1500 bp—
Marker

Fotograf 1 : BRCA 1 geni , 11.ekson Lkisrumin PZR ile ¢ogaltilmas:
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1998 bp

1500°1ii
Maker

Fotograf 2 : BRCA 1 geninin 11.eksonun 5’ ucunun PZR ile
¢ogaltilmasi

Daha sonra elde edilen DNA’ya ait protein SDS — PAGE de yiiriitiildiikten sonra
Nitro seliiloz filtreye aktarildi. Ve aktarilan proteinler biotinle isaretlenerek alkalin

fosfotaz ile tespit edildi.

Protein Bantlar1 «—BSAMarker

)

2 { 7 Bse

Fotograf 3 : BRCA 1 geni 11.eksonunun 5’ ucu PTT nitro — seliiloz filtre

goriintiisii
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« Hasta Protein Band1
ve marker BSA

e A BsA

Fotograf 4 : BRCA 1 geni 11.eksonun I1. 5’ kisnun PTT (nitro-seliiloz) filtre goriintiisii

normal protein— «— BSA marker

i v Wl \L‘t L AN

Fotograf 5 : BRCA 1 geninin II. 5> ucunun hasta PTT proteinlerinin nitro —seliiloz

filtre goriintiileri
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Daha 6nceki boliimlerde belirtilen $zellikteki 8 hasta ve 14 yakimyla birlikte 10
kontrol gurubunun PZR’larindan elde edilen protein molekiillerinin nitro — seliiloz
membrana aktariimasi ile P’l:T analizi i¢in BSA ile kargilastiriimalari sonucu incelenen
22 hasta ve hasta yakininda BRCA 1 geninin 5’ ucunun ilk 2000 niikleotidlik kisminin
liriindi olan protein dizisinde herhangi bir degisimin olmadig: ayrica, BRCAI geninin
11.ekzonunun ikinci kismim olugturan 1998 niikleotidlik bdliimiiniinde yapilan PTT
testinde yaban tip pretin diginda bir proetin varlid1 satanmadi. 8 hasta ve 14 yakinnin
"BRCA 1 geninin ve proteininin biiyiik bir kismin1 kodlayan 11.eksonunun dizisinin
stop kodonunda bir deZisimin olmadi§1 ve translasyonun yaban tip BRCA1 geninin stop
kodonunun bulundugu yerde sonlandigim géstermektedir. Fakat bu elde ettigimiz sonug
BRCAl genini olusturan dier eksonlarinda bir mutasyon meydana gelmemis
olmiyacagini g'o'stermemeldedir. 4
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Hasta Yas Kanser Tiirii | BRCA1-1 | BRCA1-1I
Hasta 1 36 Meme - -
Abla 40 - - -
Kizkardes 30 - - -
Hasta 2 36 Meme - -
Ablasi 39 - - -
Annesi 58 - - -
Hasta 3 35 Meme - -
Kia 18 - - -
Annesi 63 - * - -
Kardeg 33 - - -
Hasta 4 31 Meme - -
Ablasi 36 - - -
Hasta § 37 Meme - -
Kizkardesi 28 z - -
Hasta 6 38 Meme = -
Annesi 63 Meme - -
Kizkardesi 34 Larinks - -
Hasta 7 35 Meme - -
Kizkardesi 30 - - -
Hasta 8 34 Meme - -
Annesi 58 > - ©
Kizkardes 32 - - -

Tablo 3; Cahgilan hasta profili ve PTT sonug¢lan
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S-TARTISMA

Cok 6nemli bir toplum sorunu olan meme kanserinin gelismesinde etkili cevre
ve genetik faktorlerin ortaya ¢ikarilmasiyla ,meme kanserini engellemeye y&nelik
¢aligmalarda umut kazanmaktadir(29)

Meme kanseri siklif1 diinya lizerinde iilkeden iilkeye farkhilik gdstermektedir.
Hawai , Kalifoniya ve Kanada da yilda , ylizbinde 80 — 90 arasinda gériilme siklifz ile
ilk siralarda yer alirken , ayn1 deger Japonya’da yiizbinde sadece 12 — 15 arasmdadir.
Bu deger iilkemizde ise 1994 yil1 igin yiizbinde 6,14 diir.(7)

Meme kanserlerinin biiyiik bir kismu sporadik vakalar olmakla birlikte biitiin
vakalarin %S5 ile 10’ nu kalitsal zellik g6sterir.(29) .

Meme kanserinin gelismesinde etkili oldugu bilinen iki gen bulunmugtur, Bu
genler BRCA1 ve BRCA2 genleridir.(29, 39,).

BRCA1l geni biitin meme kanserlerinin %4 - 5’inden kalitsal meme
kanserlerinin % 45’inden sorumlu olduu diisiiniilmektedir.(39) BRCAI1 geni
tagtyicilarinda 70 yasina kadar meme kanseri gelisme riski % 94 diir(51) 30 yasindan
dnce ortaya ¢ikan meme kanseri olgularindaki oram ise % 25 ‘dir (2). BRCA 1 geni
biitiin ailese]l meme kanseri vakalarinin yarisindan ve multiple g6giis ve ovaryum kanser
vakalarinin % 80 ile 90 sindan sorumlu bir gendir.(6, 12, 13, 16, 23, 70)

Bu g¢aligmada PTT testi kullanarak 8 meme kanseri hastasindan alnan kan
rneklerinde BRCA1 geninin 11.ekzonunda mutasyon arastirmasi yaptik. 8 hastanin
tamaminda teshis 35 yas dncesinde konmus ve 1 tanesinde ailesinde ikinci bir meme
ve larinks kanseri vakasi oldugu saptanmistir, Hasta rneklerinin hi¢ birisinde BRCAL1
geninin 11.ekzonunda bir mutasyon varligina rastlanmadi. Mutasyon varlig1 hastaligin
erken yasta ortaya ¢ikmasi veya aile Sykiisiinde meme veya over kanseri hikayesine
bagh oldugu daha 6nceki §a11$malmda bildirilmigtir. (Ulkemizde daha 6nce yapilan bir
¢aligmada aile hikayesi olan 53 hasta ve 50 yas altinda teshis konulan 52 hasta ile
¢aligilmig ve bu Srneklerin tiimiinde hem BRCA1 hemde BRCA2 genleri mutasyon
acismndan PTT testi ile incelenmistir(7). Bu ¢aligma sonucunda 105 hastanin 4 tanesinin
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BRCAI1 geninin 11. Ekzonunda mutasyon bulundufu saptanmugtir. 8 hastanin
higbirisinde mutasyon bulamamizin nedeni hem hasta sayisinm azhigindan hemde bu
hastalardan sadece 1 tanesinin ailesinde ikinci bir meme kanseri vakas: bulunmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Ayrica bu hasta 6rneklerinin sadece BRCA1 geninin 11.ekzonu
PTT testi ile incelenmistir.. Oysa daha Onceki ¢aligmada aymi hasta gurubunun
11.ekzonu digindaki bolgeler baska yontemler ile incelendiginden iki mutasyon daha
saptanmustir. Bu da gosteriyorki BRCA!1 geninin meme kanseri etiyolojisinde yer alip
almadifint s6yleyebilmek i¢in bu hasta Orneklerinin hem BRCAI hemde BRCA2

genlerinin diger ydntemler ve dizi analizi ile incelenmesi gerekmektedir.

Sonug olarak bu galigmamin amac ailesinde birden fazla meme kanseri veya over
kanseri olan veya erken yasta meme kanseri teghisi konulan hasta ve ailelerin meme
kanseri etiyolojisinde yer aldi§1 6ne siiriilen BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlarim
saptamak igin hizli ve giivenilir bir yontemi rutine uygulanabilir hale getirmektir.
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6-OZET

Gogiis kanseri kadinlari etkileyen en 6nemli ve yaygin bir hastaliktir. Kalitsal
gdgiis ve ovaryum kanser-geni olan BRCA 1 geni 17q 12 — q21 b61gesihe yerlesmigtir.
BRCA 1 genindeki germ — line mutasyonlar ailesel g&giis ve ovaryum kanserlerinin bir
¢ogundan sorumludur.BRCA 1 tastyicist kadinlarda 70 yasina kadar g6giis kanseri riski
% 80 ve ovaryum kanseri olma riski % 40 dur. Biz ailesel meme kanserli hastalarda
BRCAL1 geni mutasyon tasiyicilar: tespit etmek i¢in PTT testini uygulamak Tiirk
hastalarda 35 yas alt1 8 meme kanserli hastada ve yakinlarinda PTT testi ile BRCA 1
geninin 11, eksonunun mutasyonlarim aragtirdik. Aragtirma sonucunda bu hastalarda
BRCA 1 geninin 11. Eksonunda mutasyon bulamadik.
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7-SUMMARY

Breast cancer is one of the most common and important diseases affecting
women. A gene for hereditary breast and ovarian cancer ,BRCA 1 has been mapped to
chromosome 17q12 — g21 .Women who carry a mutation in the BRCA 1 gene have an
80 % risk of breast cancer and a 40 % risk of ovarian cancer by the age of 70 .Germline
mutations in BRCA1 responsible for most casses of inherited breast and ovarian
cancer. We investigated the presence exon 11 of the BRCA 1 gene mutations in 30
person by the family history of breast cancer , before 35 age of women with PTT test in
the Turkish population. We could not found in 10 patients with family history and their
relative to carry exon 11 of the BRCA 1 gene mutations.
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